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Epizootie : maladie contagieuse frappant, dans une région plus ou moins vaste, une espèce 
animale ou un groupe d'espèces dans son ensemble 
 
Fokontany : A l’origine, village traditionnel malgache. Aujourd'hui, subdivision 
administrative de base malgache. Il comprend soit des hameaux, des villages, des secteurs 
ou des quartiers 
 
Incidence : Nombre de nouveaux cas d'une pathologie observés pendant une période et 
pour une population déterminée. Critères les plus importants pour évaluer la fréquence et la 
vitesse d'apparition d'une pathologie, exprimés généralement en pourcentage 
 
Kisoa gasy ou kisoa zanatany : Porc de race locale 
 
Prévalence : Mesure de l'état de santé d'une population à un instant donné. Pour une 
affection donnée, elle est calculée en rapportant à la population totale, le nombre de cas de 
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L’élevage contribue à la sécurité alimentaire des populations humaines, que ce soit 
par un accès direct à des sources de protéines carnées ou grâce aux revenus que cette 
pratique génère. Le porc, dont la viande est la plus consommée au monde (40% de la 
totalité de la viande produite), a vu la population de son cheptel mondial doubler depuis les 
années 1970. Elle avoisine en 2015 selon l’Organisation des Nations Unies pour 
l’Alimentation et l’Agriculture (FAO) le 1 000 000 000 de têtes pour une production 
estimée à 112 millions de tonnes (MT). Même si la porciculture est principalement réalisée 
là où la demande est forte, c’est-à-dire en Asie, (qui concentre plus de la moitié du cheptel, 
dont la majorité en Chine avec 57 MT), en Europe (22 MT) et enAmérique du Nord (11 
MT), en Afrique, avec seulement 0,25 MT le Nigéria qui compte la population porcine la 
plus importante.Si la prospérité de l’élevage porcin induit le développement de toute la 
filière, de la même manière les risques que court cet élevage constituent un danger pour la 
filière porcine dans son entier, avec des conséquences socio-économiques très importantes. 
Parmi ces risques, les différentes maladies susceptibles de toucher les porcs 
constituent un réel problème pour le développement de l’élevage, en termes de maintien 
d’activité comme en termes d’investissements. Ces maladies, dans la majorité des cas, font 
partie des préoccupations majeures des états dans les pays où elles sévissent. Parmi ces 
maladies touchant le porc, l’une est particulièrement en expansion ces dernières années : la 
peste porcine africaine. 
Très contagieuse,la PPA est causée par un virus à ADN double brin appartenant à la 
famille Asfarviridae et au genre Asfivirus. Le virus infecte tous les suidés domestiques et 
sauvages et est à l’origine d’épidémie très sévère avec des taux de morbidité et de mortalité 
respectifs de 90% et 100% (Dixon et al., 2004 ; Zsak et al., 2005).  
Depuis sa connaissance en 1921, sa capacité destructrice a été pleinement évaluée 
quand, en 1957, la maladie a fait sa première apparition en dehors du continent africain. 
Des pertes lourdes ont été enregistrées dans des zones de forte production porcine en 
Europe et ultérieurement aux Caraïbes et au Brésil. Plusieurs milliards de dollars ont été 
dépensés pour éradiquer la maladie dans ces régions et plus de trente ans ont été 
nécessaires pour rendre la péninsule ibérique indemne. En Afrique, la réémergence de la 
maladie en 1994 a décimé la production porcine dans de nombreux pays. Son très haut 
pouvoir de dissémination à travers les frontières met en exergue le risque d’apparition de la 





de la PPA dans la Caucase depuis l’Afrique de l’est, probablement via les déchets de 
cuisine d’un bateau de commerce. La lutte contre la PPA est donc une priorité aussi bien 
dans les régions affectées que sur le plan international.  
A l’heure actuelle, le contrôle de la PPA ne peut se faire que par des mesures 
sanitaires puisque le traitement et le vaccin efficace ne sont pas encore disponibles. La 
lutte est complexe et reste sur des mesures exclusivement sanitaires (abattages, limitation 
des mouvements des porcs,…). L’absence de prophylaxie médicale et de traitement de la 
maladie exigent l’importance d’un diagnostic rapide afin de pouvoir contrôler et éradiquer 
la maladie. 
Cependant, les moyens de la lutte contre les maladies animales varie d’un pays à 
l’autre, et cela en fonction de l’aptitude technique et financière du pays en question. 
Pourtant, les pays en difficulté économique sont vulnérables aux différentes maladies 
animales. Ce travail de thèse veut apporter des améliorations pour pallier à certaines 
difficultés rencontrées dans le cadre de l’élaboration et de l’amélioration de la lutte contre 
la PPA qui est aussi l’une des préoccupations majeures des Services Vétérinaires 
Malgaches. Il a pour objectif principal de développer un outil de diagnostic adapté aux 
pays tropicaux par utilisation des papiers buvards. Il s’agit d’évaluer les capacités du 
papier buvard Whatman 3MM pour détecter et évaluer la prévalence du virus PPA, en 
utilisant des tests de diagnostic classique conventionnels adaptés à des prélèvements 
standards (sang, sérum et organe). 
En vue d’avoir une meilleure connaissance sur l’aptitude des papiers buvards, des 
échantillons ont été collectés lors des enquêtes sur terrain effectuées à Madagascar (2008 – 
2010) et en Côte d’Ivoire (2009 – 2010) ainsi que lors des études expérimentales effectuées 
dans trois laboratoires de recherche en Europe : ANSES (Agence Française de Sécurité 
Sanitaire des Aliments, Ploufragan, France), CReSa (Centre de Recerca en Sanitat Animal, 
Barcelone, Espagne) et CISA (Centro de Investigación en Sanidad Animal, Madrid)en 
2009 – 2011. 
Pour la détection, nous avons utilisé des techniques de PCR conventionnelle, de PCR 
quantitative en temps réel, d’isolement viral et le test ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay). Le test ELISA permet par la recherche d’anticorps 
sériquesspécifiques de dépister le passage du virus PPA dans un porc. Les trois dernières 





biologiques ou sur papier buvard. Pour la caractérisation des virus circulants, l’analyse de 
séquences a étéeffectuée. 
Ce document comporte cinq chapitres composés de: 
- Chapitre I : Introduction 
- Chapitre II : Revue bibliographique et contexte sur la maladie de la Peste porcine 
africaine 
- Chapitre III : Travaux de recherche 
- Chapitre IV : Discussion 
- Chapitre V : Perspectives et conclusion 










































I. La peste porcine africaine 
1. Historique et distribution géographique 
La peste porcine africaine (PPA) est une maladie virale contagieuse et transmissible 
des suidés domestiques et sauvages. Cette maladie a été décrite pour la première fois au 
Kenya en 1921 par Montgomery (Montgomery, 1921). Il suspectait que ce virus provenait 
des suidés sauvages, les phacochères, qui auraient ensuite propagé le virus chez les porcs 
domestiques (Plowright, 1986). Cette description était basée sur l’observation d’une 
quinzaine de foyers, répertoriés durant les quinze années précédentes, et ayant provoqué la 
mort de près de 100% des animaux atteints (Penrith, 2009). Montgomery l’a décrite 
comme une maladie subaiguë des porcs causée par un agent viral, et entraînant la mort très 
tôt après l’apparition des symptômes. Déjà, il avançait l’absence de protection des porcs 
par immunisation passive.  
Par la suite, la circulation ancienne du virus dans les populations de suidés sauvages 
africains a été démontrée chez les phacochères (Phacochoerus africanus) et chez les 
potamochères (Potamochoerus porcus) (Mur et al., 2012), ainsi que dans les tiques molles 
du genre Ornithodoros (O. porcinus et O. moubata) présentes dans l’est et le sud de 
l’Afrique. Le passage entre populations de tiques et de suidés sauvages constitue le cycle 
sauvage (ou selvatique) du virus (Thomson, 1980). Parallèlement à ce cycle sauvage, le 
virus suit aussi un cycle dit domestique au cours duquel il est transmis directement par 
contact entre les porcs domestiques (Lubisi et al., 2005). Chez les suidés domestiques, 
outre la transmission directe entre animaux ou par le biais des tiques molles vivant dans 
leur habitat, l’infection peut survenir par contact direct avec du matériel contaminé ou par 
ingestion de nourriture infectée (Penrith et al., 2004). Aussi, dans les pays qu’elle affecte, 
la maladie peut s’établir de différentes manières. La réémergence de la PPA en 1951 puis 
en 1973 en Afrique du Sud, suivant des périodes inter-épizootiques de respectivement 12 et 
10 ans, a révélé l'existence d'un cycle selvatique du virus lui ayant permis de se maintenir 
dans la faune sauvage entre les périodes d'épizootie(Pini, 1975). Au contraire, en Angola, 
la persistance du virus serait plus vraisemblablement due à une modération de sa virulence 







Suite aux foyers survenus au début du XXème siècle, l’épidémie s’est étendue à la 
quasi-totalité de l’Afrique sub-saharienne (Figure 1).  
 
 
Figure 1 : Distribution de la PPA dans le monde en 2014 (WAHID OIE, 2014: 
http://web.oie.int/wahis/maps/temp/133009177230081.png). 
La maladie a été mise en évidence dans la majorité des pays d'Afrique australe et 
d'Afrique de l'est, où elle est considérée comme enzootique au Kenya, en Zambie, au 
Malawi, en Angola, en Afrique du Sud et au Mozambique. Par la suite, à partir de l'Afrique 
de l’est, la PPA s'est rapidement propagée à de nombreux pays d’Afrique de l'Ouest : la 
Guinée-Bissau, le Sénégal, le Cap Vert, le Cameroun, et probablement la Gambie et le 
Nigéria, ont été infectés à partir de la fin des années 1950 et ce, jusqu'au début des années 
1980. Dans ces pays, la PPA a diffusé dans la majorité des élevages porcins et est devenue 
enzootique (FAO, 1998a). De plus, des introductions uniques ou sporadiques ont été 
rapportées au Soudan, au Tchad, et à Sao Tomé à la fin des années 1970 et 1980 (Sanchez-
Botija, 1982). Pendant les années 1990, une forte augmentation de l’activité de la PPA 
dans toute l'Afrique sub-saharienne a été observée avec une nouvelle période d'émergence 
en Afrique de l'Ouest (Côte d'Ivoire, Bénin, Togo, Ghana et Burkina Faso) (Penrith et al., 




phylogénétique des isolats responsables de ces foyers a montré une filiation avec ceux 
collectés dans les années 1950 lors de la première vague de PPA en Afrique de l'Ouest 
(Bastos et al., 2003). Une circulation enzootique à bas bruit dans la région a été suggérée 
sur une période d’au moins 40 ans due à la maintenance du virus dans le cycle selvatique 
(tiques et/ou suidés sauvages). Cette circulation aurait été possible de par la faiblesse, voire 
l’absence de mesures de contrôle adaptées (i.e. veille sanitaire et mesures de biosécurité 
dans les élevages) dans des pays économiquement faibles. Parmi ces pays, seule la Côte 
d’Ivoire a réussi à éradiquer la maladie (El Hicheri et al., 1998). Cependant, elle vient 
d’être à nouveau atteinte par le virus en septembre 2014. La première hypothèse de la 
réémergence de la PPA en Côte d’Ivoire a été celle de la distribution d’eaux grasses 
provenant d’un bateau lituanien mouillé dans le port de San Pedro (OIE, 2014). Cependant, 
le génotypage de la souche virale l’a classée dans le génotype I (communication 
personnelle), invalidant cette hypothèse puisque la souche circulant dans le nord de 
l’Europe appartient quant à elle au génotype II (Rowlands et al., 2008).  
En 1957, un foyer fut rapporté pour la première fois hors du continent africain, à 
Lisbonne, au Portugal (Manso Ribeiro and Azevedo, 1961). L’introduction du virus dans 
les élevages porcins a fait suite à la distribution aux animaux d’eaux grasses provenant 
d’un avion de ligne assurant la liaison Angola – Portugal. La maladie s’y est manifestée 
dans sa forme suraiguë, avec une mortalité des porcs domestiques proche de 100% (Manso 
Ribeiro et al., 1958). En 1960, la maladie fait sa réapparition près de Lisbonne, traverse le 
Portugal et envahit toute la péninsule ibérique. Des foyers erratiques se déclareront ensuite 
dans d’autres pays européens : France (1964, 1967, 1974), Italie (1967, 1968, 1969), dont 
la Sardaigne (1978), Malte (1978), Belgique (1986) et Pays-Bas (1986). Partout, ces foyers 
ont été maîtrisés grâce à une politique d’abattage systématique, à l’exception de la 
Sardaigne où la maladie est devenue depuis endémique. Le Portugal et l’Espagne, quant à 
eux, sont restés contaminés de manière endémique jusqu’à la fin des années 1990, avec un 
dernier foyer observé au Portugal en 1999 (OIE, 2000), puis déclarés indemnes au début 
des années 2000.  
Partant d’Europe, le virus a traversé l’Océan Atlantique en suivant les voies 
commerciales pour atteindre et se diffuser dans les Caraïbes par Cuba (1971), la 
République Dominicaine (1978 à 1980) et Haïti (1978 à 1984), pour enfin gagner le 




cours des années 1980 par une politique d’abattage massif des animaux (Ayoade et al., 
2003 ; Crucière, 2003 ; Penrith et al., 2004). 
La maladie a quitté le continent africain stricto sensu à nouveau en 1997-98 pour 
atteindre Madagascar, où elle est depuis devenue endémique (Gonzague et al., 2001). De 
là, en 2007 elle gagne la République de Maurice (Lubisi et al, 2009) et de nouveau 
l’Europe par la Géorgie (Beltran-Alcrudo et al., 2008 ; Rowlands et al., 2008). Là encore, 
des eaux grasses provenant de navires marchands sont source probable de la 
contamination. La maladie se propage alors rapidement aux autres pays du Caucase 
(Arménie et Azerbaïdjan, 2007), atteint l’Iran en 2009 via des sangliers sauvages, puis la 
Russie en 2010 où elle se propage, notamment vers l’ouest. Elle franchit les frontières 
ukrainiennes en 2012 et biélorusses en 2013 (Le Potier et Marcé, 2013) et, malgré les 
mesures d'abattage massif mises en œuvre, la maladie s’est maintenue dans ces pays depuis 
son introduction. En 2014, des sangliers sauvages morts de PPA sont trouvés en Pologne, 
en Lettonie et en Lituanie, préfigurant une dissémination de la maladie en Europe via la 
faune sauvage (Gallardo et al., 2014). En juillet 2014, la PPA atteint non seulement les 
sangliers sauvages et les porcs domestiques en divagation en Europe du Nord, mais aussi 
des zones d’élevage intensif. Enfin, en septembre 2014, le dernier des pays baltes, 
l’Estonie, a été à son tour atteint. Depuis lors, plusieurs centaines de foyers ont été déclarés 
dans ces pays, tant dans la faune sauvage que dans les élevages de porc domestique. 
De par son très grand pouvoir de diffusion, y compris au-delà des frontières 
nationales, et les graves conséquences socio-économiques qu’elle entraine dans la filière 
agro-alimentaire de production, de transformation et de commerce des régions qu’elle 
atteint, la PPA est une maladie majeure du porc domestique dont la déclaration est 
obligatoire (ex-liste A de l’OIE). Cependant, si comme nous l’avons souligné, les taux de 
morbidité et de mortalité induits peuvent avoisiner les 100% chez les porcs domestiques 
(Zsak et al., 2005), la maladie peut se manifester selon différents modes, allant de la fièvre 
hémorragique létale à des formes chroniques voire asymptomatiques en fonction de la 
virulence de la souche virale. 
Par exemple, à Madagascar, l’historique de l’apparition et de l’implantation de la 
PPA est bien connu. La maladie a été introduite en 1997 à partir de la côte est-africaine 
(Gonzague et al., 2001), vraisemblablement en provenance du Mozambique. Après un 
premier foyer apparu mi-1997 dans la région de Taolagnaro (Fort-Dauphin) au sud-est du 
pays, la maladie s’est propagée très rapidement à d’autres régions, notamment les Hautes 




maladie a été confirmé en décembre 1998 suite à des analyses virologiques 
(immunocapture d'antigènes et PCR) effectuées au laboratoire CNEVA (Maison-Alfort, 
France) à partir de prélèvements de rates et de ganglions lymphatiques de porc (Roger, 
communication personnelle, 1999). L’analyse phylogénétique de la souche virale l’a 
classée au sein du génotype II, qui regroupe des isolats de la côte sud-est de l’Afrique, 
principalement du Mozambique (Bastos et al., 2003), corroborant ainsi l’origine probable 
de la maladie. Suite à son introduction, la maladie a entrainé une réduction de 60% du 
cheptel porcin malgache (Gonzague et al.,2001) de par la haute virulente de la souche 
virale qui induit jusqu’à 90% de mortalité (Rousset et al., 2001). Bien que les causes de 
l’endémisation ne soient pas totalement élucidées (faible présence du vecteur tique et 
aucun porc sauvage, potamochère, détecté positif jusqu’ici), la propagation et le maintien 
de la maladie sont très certainement la conséquence des trop faibles moyens mis en œuvre 
pour obtenir un diagnostic rapide et donc appliquer des mesures de contrôle véritablement 
efficaces. Ainsi, la PPA à Madagascar se caractérise aujourd’hui par l’émergence ou la 
réémergence sporadique mais régulière du virus dans les élevages. Cependant, un taux de 
mortalité plus faible à l’intérieur des foyers les plus récents a été observé (Costard, 
données non publiées), dû à une modération possible de la virulence de la souche suite à 
ses nombreux passages au sein des populations de porc domestique. L’apparition des 
souches virales de moindre virulence permet le développement des formes chroniques de la 
maladie (Leitao et al., 2001; Boinas et al., 2004; Sanchez-Vizcaíno, 2006), ce qui ajoute 
encore à la difficulté de son éradication. En effet, les formes chroniques voire inapparentes 
de la maladie chez les porcs domestiques jouent un rôle majeur dans son maintien et sa 
propagation dans les zones endémiques car les porcs porteurs peuvent transporter et 
transmettre le virus pendant de longue période (Leitao et al., 2001; Villeda et al., 1993; 
Wilkinson, 1984; Wilkinson et al., 1981).  
De plus, le virus est très résistant tant dans les liquides biologiques que dans 
l’environnement. Il peut ainsi persister plusieurs mois dans les viandes (Sánchez-Vizcaíno 
et al., 2012), les organes (Costard et al., 2009), les fécès (Hass et al., 1995 ; Sánchez-
Vizcaíno et al., 2009), et sur du matériel souillé. Cette caractéristique rend de fait 
l’utilisation, le plus souvent illégale, des eaux grasses dans le nourrissage des porcs 
domestiques particulièrement problématique. 
De nombreux facteurs contribuent donc à maintenir un risque élevé de transmission 
aux élevages. En cas d’épizootie, les seuls moyens disponibles pour combattre 




les animaux sensibles (animaux malades et animaux en contact avec eux), la 
décontamination des élevages, et le strict respect de la quarantaine. Des mesures aussi 
drastiques doivent normalement faire l’objet de compensation financière pour les 
exploitants. Cependant, dans la majorité des pays africains, ces indemnisations ne sont pas 
à la hauteur des pertes directes subies ou dans les secteurs d’activité liés à la 
transformation des produits carnés d’origine porcine. 
 
2. Impact économique 
Du fait d’un cycle de production court et du faible niveau d’investissement qu’il 
nécessite pour sa mise en œuvre hormis l’achat préalable des animaux, l’élevage de porc se 
développe rapidement dans les pays économiquement faibles, offrant une ressource bon 
marché de protéines animales aux populations. L’émergence, le maintien et les 
réapparitions sporadiques de nouveaux foyers de PPA mettent néanmoins en péril ces 
exploitations et donc l’approvisionnement en nourriture carnée des populations qui en 
dépendent. 
En Afrique de l’Ouest, par exemple, les foyers apparus au Cameroun en 1982 
faisaient suite à une période d’expansion de la filière porcine dans le pays, avec un quasi 
doublement du nombre d’animaux (FAOSTAT, 2011). Nana-Nukechap et Gibbs (1985) 
ont estimé les pertes consécutives à l’introduction de la maladie à environ 693000 porcs, 
soit 63% des 1,1 million de têtes que comptait la population porcine entre 1982 et 1983, 
pour un coût total de 4,5 millions de dollars US. En Côte d’Ivoire, 135000 porcs sont morts 
de la maladie ou ont été abattus à Abidjan lors de la période épizootique de 1996 (el 
Hicheri et al., 1998), soit 29% de la population porcine totale du pays et une perte 
financière estimée à 9,2 millions de dollars US (Agricultural Research Council, South 
Africa, 1998). Au Benin, des foyers de PPA entre 1997 et 1998 ont induit la perte de 6 
millions de dollars US pour l’industrie porcine (Basckin, 1998), et les épizooties de 1998 et 
2001 au Nigéria ont coûté respectivement 8,4 millions de dollars US dans la seule ville de 
Lagos et près d’un million en Ibadan, avec une perte de plus de 300000 porcs pour cette 
dernière (Babalobi et al., 2007). Enfin, au Togo en 1999, 17000 porcs sont morts de PPA 
et 2500 sont abattus par les services vétérinaires sur une population estimée de 400000 
porcs domestiques. La valeur marchande d’un animal étant de l’ordre de 48 dollars US, les 
presque 1 million de dollars de perte financière ont eu un impact majeur pour les quelques 




En Afrique de l’Est, la situation endémique est encore plus dévastatrice. Par 
exemple, après la réémergence de la maladie de 1989, la Zambie a accusé des pertes de 1,5 
milliard de dollars US (Samui et al., 1996), tandis qu’au Malawi entre 1989 à 1990, 31000 
animaux, soit 45% des 70000 porcs du cheptel sont morts de la maladie ou ont été abattus 
pour endiguer sa progression (Edenlsten et Chinombo, 1995). 
La maladie fait également des ravages en dehors du continent africain. Que ce soit à 
Malte ou en République Dominicaine où la population de porc a été éradiquée suite à 
l’entrée du virus dans les îles, à Cuba où 400000 porcs ont été abattus (Plowright et al., 
1994). En Espagne, les 5 dernières années de lutte pour éradiquer la maladie ont coûté 
quelques 92 millions de dollars US (Arias et Sanchez-Vizcaino, 2002) et en Russie où la 
perte engendrée par la PPA de 2010 à 2012 est estimée à 1 milliard de dollars US 
(Sánchez-Vizcaíno et al., 2012). Au final, les populations des pays atteints par le virus PPA 
ont payé un coût élevé, tant économique (perte de leur travail et donc de leurs revenus pour 
les éleveurs conduisant parfois à la déscolarisation des enfants, comme au Bénin en 1997) 
que socio-culturel (utilisation proscrite de viande de porc lors des cérémonies). La lutte 
contre la PPA coûte donc très chère et son éradication peut prendre plusieurs décennies en 
cas de passage du virus dans la faune sauvage, comme ce fut le cas en Europe dans la 
péninsule ibérique. Dans les pays où l’infection est endémique, la maladie reste une 
menace permanente pour les élevages et, avec l’apparition des formes subaiguës et/ou 
chroniques, la progressive raréfaction des porcs au fil des foyers entraîne une forte 
augmentation des prix que ne peuvent supporter les populations concernées (Roger et al., 
1999). 
En conséquence, la peste porcine africaine est sans doute l’obstacle le plus 
important au développement de la production porcine, non seulement en raison d’une 
mortalité immédiate élevée, mais aussi par le découragement des investisseurs de la filière 
suite à sa réémergence (Fouéré, 2007).  
 
3. Signes cliniques et lésions 
Même si Montgomery l’a décrite comme une maladie subaiguë du porc domestique, 
d’autres formes de la maladie ont été observées : aiguë, suraiguë et chronique, qui 
induisent des signes cliniques variables en fonction de la virulence de la souche et de la 




gestation) ont également une influence sur la sensibilité à l’infection. Des études menées 
au Malawi et en Angola ont ainsi démontré que les races Large White et Landrace étaient 
plus sensibles que les races locales (Haresnape et al., 1988; Cowan, 1961). 
La forme suraiguë se caractérise par une période d’incubation très courte de 48 à 
72h, suivie d’une très forte hyperthermie (41 à 42°C) entrainant une mortalité fulgurante 
des animaux avoisinant les 100% en 1 à 3 jours. Dans les autres formes de la maladie, la 
durée d’incubation varie de 5 à 15 jours. La forme aiguë est caractérisée par une 
hyperthermie de 40,5 à 42°C, une forte dépression entrainant une prostration et de 
l’anorexie associées à des difficultés respiratoires (augmentation du rythme), l’apparition 
d’érythème épidermique hémorragique, une cyanose (Figures 2 et 3), une congestion des 
muqueuses et une leucopénie. Des troubles de la locomotion, des vomissements, de la 
diarrhée alternée avec de la constipation et des avortements chez les femelles gestantes ont 
été observés. La mort de l’animal survient dans les 2 à 7 jours suivant l’apparition des 
premiers signes cliniques, et le taux de mortalité peut atteindre là aussi les 100%. Dans la 
forme subaiguë, l’hyperthermie est moins élevée que dans les formes suraiguës et aiguës. 
Néanmoins, des avortements chez les femelles gestantes et des plaques d’érythème au 
niveau des extrémités et des parties déclives de l’animal qui évoluent généralement en 
nécroses ont été notés. La mortalité varie de 30 à 70%, et survient un peu plus tardivement, 
dans les 15 à 45 jours. La forme chronique enfin, se caractérise par une atténuation des 
signes cliniques induits par les autres formes de la maladie : la fièvre est récurrente, moins 
élevée. Quelques difficultés respiratoires, de l’arthrite, un poil piqué et terne ont été 
observés. L’évolution de la maladie est plus lente. La mortalité induite est inférieure à 30% 
et peut survenir dans les 2 à 5 mois (Penrith et al., 2004 ; Crucière, 2003). 
L’autopsie des animaux morts de la forme suraiguë de la maladie a montré des 
lésions très importantes au niveau de la rate (Figure 5), hypertrophiée, friable, et de couleur 
rouge foncée à noire car gorgée de sang, et des nœuds lymphatiques (Figure 6), également 
hypertrophiés et hémorragiques (Figure 5). Dans les formes aiguës et subaiguës, des 
pétéchies et des ecchymoses au niveau du foie, de l’estomac et des viscères sont présentes 
(Figure 7), au niveau de la vessie, du muscle cardiaque et des reins (Figure 4). Enfin, les 
formes chroniques se caractérisent quant à elles par des plages de nécroses épidermiques, 
une péricardite fibreuse, une lymphadénopathie généralisée et une inflammation arthritique 
des articulations. Les lobules pulmonaires peuvent également être pris en masse, avec ou 





Figure 2 : Oreille cyanosée    Figure 3 : Ventre cyanosé 
  
 Figure 4 : Pétéchie au niveau du rein    Figure 5 : Rate hypertrophiée 
  
Figure 6 : Ganglion hémorragique   Figure 7 : Hémorragie de l’intestin 
Figure 8 : Lésions évocatrices de la peste porcine africaine 
 
4. Pathogénie 
Dans la plupart des cas, le virus PPA infecte le porc domestique par voie oro-nasale, 
lors de contacts étroits avec d’autres porcs infectés, par ingestion de nourriture contaminée 
ou par contact avec du matériel souillé. Plus rarement, le virus pénètre par morsure du 
vecteur tique lors de son repas de sang. Sitôt dans l’organisme, le virus commence à se 
répliquer, d’abord dans les macrophages sanguins pour lesquels il possède un tropisme 
particulier. Une virémie primaire, asymptomatique, a lieu dans les 8 heures suivant l’entrée 




systémique qui précède de 24 à 48h l’apparition des symptômes (Karalyan et al., 2012). Le 
virus se dissémine dans l’organisme via le sang circulant par le biais des macrophages ou 
des érythrocytes auxquels les virus qui expriment un ligand au CD2 porcin peuvent se lier 
(Dixon et al., 2004). Le virus a été retrouvé dans les amygdales puis dans les ganglions 
lymphatiques de l’appareil respiratoire et digestif. Après une trentaine d’heures, le virus 
envahit les organes internes (poumon, foie, rate, reins et cerveau) et s’y réplique (Colgrove 
et al., 1969). L’ensemble des chaines ganglionnaires est aussi atteint, avec du virus présent 
dans les ganglions lymphatiques gastrohépatiques, mésentériques, inguinaux, sous-
maxillaires et rénaux. Une virémie secondaire apparait dans les 15 à 24 heures suivant 
l’infection (Colgrove et al., 1969), à l’origine d’une hyperthermie importante et 
s’accompagnant d‘une phase d’excrétion pouvant aller jusqu’à deux semaines selon les 
formes de la maladie (Crucière et al., 2003). Au cours de la phase aigüe, jusqu’à 90% des 
érythrocytes peuvent porter du virus (Penrith et al., 2004 ; Crucière, 2003). Par ailleurs, 
une lymphopénie a été constatée suite à une destruction importante des lymphocytes T et 
B, sans pour autant que le virus se réplique dans ces cellules (Ramiro-Ibanez et al, 1997). 
La destruction massive de ces cellules, tout comme celle des monocytes, est en effet due à 
leur entrée en apoptose induite par la libération de cytokines, principalement le TNF-α 
(Tumor necrosis factor-α), par les macrophages infectés (Salguero et al., 2005). 
La fièvre hémorragique causée par le virus de la peste porcine africaine est 
essentiellement due à l’effet du virus sur plusieurs mécanismes de l’hémostase : la 
destruction massive des monocytes-macrophages dans les stades précoces de l’infection 
libère des cytokines et des acides arachidoniques (Penrith et al., 2004) qui perturbent 
l’hémostase. De plus, l’attachement du virus sur les érythrocytes et les plaquettes 
sanguines entraine une thrombose généralisée (Plowright et al., 1994). Dans les formes 
aiguës, une augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins a été observée (Penrith 
et al., 2004 ; Crucière et al., 2003). Durant les phases symptomatiques des formes 
suraiguës et aiguës, le virus est excrété en continu dans l’ensemble des fluides biologiques 
alors que dans les formes subaiguës et chroniques, il peut être excrété de manière 
intermittente et pendant plus de 8 semaines (Ekue et al., 1989; McVicar, 1984 ;de 
Carvalho Ferreira et al., 2012). Enfin, la mort de l’animal fait suite à un choc hémostatique 
et/ou une exsudation massive de fluides au niveau du poumon (Villeda et al., 1993a ; 




II. Etiologie de la maladie 
1. Classification 
La PPA est due à un virus à ADN double brin de symétrie icosaédrique, le virus 
ASFV (pour « African swine fever virus ») (Carrascosa et al., 1984). Son organisation 
génomique est très similaire à celle des poxvirus, avec un génome dont les extrémités se 
terminent par des structures en épingle à cheveux (De la Vega et al., 1994). Il a été 
initialement classé parmi les Iridovirus. Depuis, en raison d’une structure et d’une 
information génétique qui lui sont propres, une nouvelle famille, les Asfarviridae dans 
laquelle il est l'unique membre dans le genre Asfivirus, a été créée par le Comité 
international de taxonomie des virus (ICTV), (Dixon et al., 2005). Avec les Poxviridae, les 
Iridoviridae, les Phycodnaviridae, les Mimiviridae, les Ascoviridae et les Marseillevirus,il 
forme la famille des NCLDVs (« NucleoCytoplasmic Large DNA Viruses ») dont l’une 
des particularités est de se répliquer dans le cytoplasme des cellules qu’ils infectent. Des 
études phylogénétiques ont d’ailleurs mis en exergue la forte probabilité d’un ancêtre 
commun à tous les virus de cette famille (Iyer et al., 2006 ; Koonin and Yutin, 2010) 
(Figure 9). Le virus PPA est le seul virus à ADN à être également classé parmi les 
arbovirus (arbovirus pour « arthropod born virus ») (Wardley et al, 1983), puisqu’il infecte 
les vertébrés et les tiques molles du genre Ornithodoros (Plowright et al., 1974). Il est à 
noter qu’il existe d’autres familles de virus à ADN transmis par des arthropodes, telles que 












Figure 9: Reconstruction phylogénétique regroupant les familles des grands virus à ADN nucléo-





2. Morphologie et structure du virus 
La particule virale d’environ 200 nm de diamètre est formée de plusieurs structures 
concentriques renfermant le génome. En microscopie électronique, 5 couches de densités 
différentes : une enveloppe externe, une capside, une enveloppe interne, une matrice 
(couche lipidique), et un cœur ont été observés(Tulman et al., 2009) (Figure 10). Le cœur 
est une structure dense de 70 à 100 nm de diamètre contenant le génome viral logé au sein 
d’un nucléoide de 30 nm (Carrascosa et al., 1984) et enchâssé dans une couche protéique 
qui forme la capside, elle-même composée de 1892 à 2172 capsomères ressemblant à des 
prismes hexagonaux et qui assurent sa forme icosaédrique (Carrascosa et al., 1984). 
L’enveloppe externe, quant à elle, est acquise lors du bourgeonnement des virions à travers 
la membrane plasmique cellulaire (Carascosa et al., 1984 ; Rouiller et al., 1998). 
Figure 10 : Virus de la peste porcine africaine : (a) Structure schématique d’un Asfivirus; (b) vue au 
microscope électronique avec coloration négative (© Swiss Institute of bioinformatics). 
Des analyses biochimiques ont dénombré 54 protéines de structure pour la souche 
Ba71V, une souche adaptée à la culture sur cellules Vero (Dixon et al., 1994 ;Yanez et al., 
1995). Parmi elles, des protéines enchâssées dans la membrane externe des virions ont été 
trouvées. Il s’agit des protéines p54, p24 (d’origine cellulaire) et p12, impliquées dans 
l’attachement du virus à la membrane des cellules hôtes (Angulo et al., 1993). La p30 
(codée par le gène CP204L) est impliquée quant à elle dans l’internalisation du virus. 
L'enveloppe externe contient également une glycoprotéine très importante pour la 





Cette protéine est impliquée dans la propriété hémadsorbante du virus, c’est-à-dire dans sa 
capacité à adhérer aux érythrocytes de porc, favorisant ainsi sa dispersion dans 
l’organisme. Cette propriété hémadsorbante entre dans les critères de distinction des 
différents isolats du virus de la PPA ainsi que dans leur classification. Enfin, la protéine 
p22 (une protéine précoce codée par le gène KP177R) est aussi localisée dans cette 
enveloppe (Camacho and Vinuela, 1991). 
D’autres protéines ont été localisées à l’intérieur même du cœur des virions, telles 
que les protéines p150, p37, p34 et p17, issues du clivage de la polyprotéine pp220, et des 
protéines p15 et p35 résultant du clivage de la polyprotéine pp62. Enfin, la protéine 
capsidiale majeure VP72 (codée par le gène B646L) est assemblée au niveau de la 
membrane interne et localisée à la surface des virions intracellulaires non enveloppés 
(Cobbol and Wileman, 1998).  
En plus des protéines de structure, le virion dispose des enzymes nécessaires à 
l’initiation de la transcription et de la réplication de son génome, telle qu’une ARN-
polymérase-ADN–dépendante dont les ARN qu’elle synthétise seront polyadénylés, 
méthylés et coiffés par des enzymes également présentes dans le virions (Yanez et al., 
1993). des enzymes de modification de l’ADN, telle qu’une protéine kinase, deux 
nucléosides triphosphates phosphohydrolases, une phosphatase acide et deux 
désoxyribonucléases ont été également trouvés (Yanez et al., 1995).  
A ce jour cependant, toutes les protéines codées par le génome du virus n’ont pas 
été localisées, ni leur(s) fonction(s) élucidée(s). 
 
3. Organisation du génome et protéines codées 
Le génome du virus de la peste porcine africaine est constitué d’une molécule 
d’ADN double brin linéaire riche en A – T (61% pour la souche BA71v) (Yanez et al., 
1995), d’une taille comprise entre 170 et 191 kb selon les isolats étudiés (King et al., 
2011), et dont les extrémités sont liées de façon covalente par des structures en épingle à 
cheveux de 37 nucléotides de long (Gónzalez et al., 1986). Les séquences terminales du 
génome directement adjacentes à ces structures (déterminées pour la souche Ba71v) sont 
constituées de séquences inversées et répétées de longueur variable (de 2,1 à 2,5 kb) (Sogo 
et al., 1984) (Figure 10). La variation en taille des génomes entre isolats s’explique 




familles multigéniques (MGF 360, MGF 110, MGF 300, MGF 530 (ou 505) et MGF 100), 
situées dans les parties 3’ et 5’-terminales du génome viral (De la Vega et al., 1990 ; 
Yozawa et al., 1994). De plus, le génome du virus possède une région centrale 
hypervariable d’environ 400 pb (Sumption et al., 1990) située au centre d’une région 
hautement conservée de 125 kb. Cette région correspond au gène B602L, dont la protéine 
codée (J9L) est composée de répétitions de tétramères d'acides aminés qui varient en 
nombres et en types. Ainsi 23 tétramères d'acides aminés différents ont été identifiés, dont 
les plus courants sont les tétramères CA(D/N)T et NV(D/N)T (Nix et al.,2006). Enfin, 
Chapman et al.en 2008 ont montré que certains gènes pouvaient être dupliqués au sein du 
génome, comme par exemple le gène KP177R que l’on retrouve sur les deux brins d’ADN 




Figure 11 : Structure du génome viral du virus PPA. (A) ADN viral de la souche BA71V dont les séquences 
terminales inversées et répétées (TIR) se terminent par des structures en épingle à cheveux (EC). (B) Détail 
des épingles à cheveux composées de structure secondaire de 37 nucléotides. (C) Structure des extrémités 
inversées et répétées. (Maria L Salas, 1999) 
 
 
L’analyse de dix génomes complets du virus PPA a montré que le virus, contenait 
151 à 167 cadres de lecture (ORFs) selon les souches, repartis sur les deux brins de l’ADN 




protéines potentiellement codées. Chaque gène est précédé d’une région non codante 
(trailer) et d’un promoteur pouvant être précoce, intermédiaire ou tardif, ceci laissant à 
penser que l’expression des gènes viraux est soumise à une régulation en cascade 
(Almazan et al., 1992 ; Almazan et al., 1993 ; Rodriguez et al., 1996b).  
La fonction des gènes appartenant aux familles multigéniques localisées aux deux 
extrémités et constituant de 17 à 25 % du génome total reste encore mal élucidée. 
Cependant, certains d’entre eux sont connus pour leur impact sur le spectre d’hôtes, c’est-
à-dire sur la capacité du virus à se répliquer dans des hôtes différents. Il s’agit des gènes 
3HL, 3IL et 3LL, appartenant à la MGF 360 et impliqués dans la réplication chez le 
vecteur tique (Burrage et al., 2004), ainsi que des gènes appartenant aux MGF 360 (2AL, 
2BL, 3BL, 3CL, 3DL, 3EL, 3HL et 3IL) et 530 (3FR et 3NR), impliqués quant à eux dans 
la réplication à la fois chez le porc et chez la tique (Zsak et al., 2001). La réplication 
cytoplasmique du virus lui impose de coder pour bon nombre d’enzymes et de facteurs 
nécessaires à sa réplication et à la transcription de ses gènes. Ainsi, en plus des 15 gènes 
codant pour des protéines structurales qui ont été identifiés dans son génome (Dixon et al., 
2004), le virus code également pour les enzymes enchâssées dans son cœur (Dixon et al., 
2004) et qui seront utilisées très tôt après le début de l’infection (cf II-5-1). D’autres 
protéines seraient engagées dans la survie et la transmission du virus. Notons la protéine 
précoce codée par le gène A238L qui inhibe l’activation du NFκB (nuclear factor-kappa B) 
ou la protéine CD2V (responsable de l’hémadsorption), toutes deux impliquées dans 
l’échappement du virus au système immunitaire de l’hôte.  
 
4. Entrée du virus dans la cellule cible 
Avant de pénétrer dans la cellule, le virus doit préalablement se fixer à la membrane 
cellulaire. La fixation du virus est médiée par au moins deux récepteurs cellulaires, les 
cellules permissives au virus exprimant à la surface de leur membrane les protéines SWC9 
et CD163 (McCullough et al., 1999 ; Sanchez-Torres et al., 2003). Concernant le virus, 
une seule protéine d’attachement a été jusqu’ici identifiée, la protéine p12, synthétisée 
tardivement lors du cycle réplicatif viral et montrant un haut degré de conservation entre 




Après sa fixation, le virus pénètre dans les cellules par endocytose en utilisant les 
endosomes pour rejoindre ensuite les lysosomes, dont le pH acide permettra de 




Figure 12 : Attachement du virus PPA sur les cellules vu au microscope électronique avec coloration 
négative. (VE) particule virale extra - cellulaire, (VI) particule virale intracellulaire, (MP) membrane 
plasmique (Maria L Salas, 1999). 
Outre la protéine d’attachement p12, 3 autres protéines virales sont connues pour 
avoir un rôle important dans l’internalisation du virus dans la cellule, il s’agit des protéines 
p30, p54 et p72. En effet, le blocage de ces protéines par des anticorps inhibe l’entrée et 
l’internalisation du virus (Borca et al., 1994a ; Gomez-Puertas et Escribano, 1997 ; 
Gomez-Puertas et al., 1998 ; Gomez-Puertas et al., 1996 ; Dixon et al., 2004). Cependant, 
tous les mécanismes d’entrée du virus restent à ce jour encore mal élucidés. 
5. Réplication du virus 
La réplication du virus PPA a entièrement lieu dans le cytoplasme des cellules 
infectées (Breese and DeBoer, 1966), même si des échanges semblent exister avec le 
noyau de la cellule (Garcia-Beato et al., 1992). Elle a lieu préférentiellement dans des 
cellules primaires de porc, le virus ayant un tropisme particulier pour les monocytes et les 
macrophages. Selon le stade de l'infection, le virus sera également retrouvé dans d’autres 




thrombocytes) (Carrasco, 1992), cellules endothéliales et dendritiques (Vallée, 2001) ou 
encore hépatocytes (Fernandez, 1992). 
La réplication du virus se déroule en plusieurs étapes (Figure 13). Suivant l’entrée 
du virus dans la cellule cible, l’ADN viral est libéré et les gènes précoces sont exprimés, 
permettant l’initiation de la réplication du génome. Les protéines de structure sont ensuite 
synthétisées pour permettre l’assemblage du virion. Enfin, le cycle réplicatif du virus se 
termine par la libération des particules virales néoformées au travers de la membrane 
plasmique cellulaire ou suite à la mort de la cellule. 
 
Figure 13 : Cycle de la réplication virale.1 : pénétration par endocytose, 2 : désencapsidation de l’ADN et 
libération des enzymes virales permettant l’expression des gènes précoces, 3 : réplication du génome au 
niveau de sites périnucléaires (« usines à virus »), 4 : expression des gènes tardifs, 5 : Assemblage des 
virions, 6 : bourgeonnement à la membrane cellulaire des virions néoformés ou libération par lyse cellulaire. 





5.1. Transcription et traduction des gènes 
La transcription des gènes très précoces, vraisemblablement grâce à des facteurs de 
l’initiation de la transcription présents dans le virion (Salas, 1999), est nécessaire à 
l’initiation de la réplication du génome viral et commence dès l’entrée du virus dans le 
cytoplasme cellulaire. Cette transcription précoce est rendue possible par l’utilisation de 
l’ARN-polymérase-ADN-dépendante présente dans le virus (Yanez, 1993). Parmi ces 
facteurs de transcription, certains sont homologues à ceux déjà identifiés chez les 
Poxvirus : il s’agit des protéines A2L (codée par le gène B385R chez le virus PPA), A7L 
(gène G1340L) et VLTF2 (gène B175L), nécessaires à la reconnaissance par la cellule hôte 
des promoteurs viraux (Salas et al., 1999 ; Iyer et al., 2006). Les modifications post-
transcriptionnelles des ARNm (polyadénylation et coiffe) sont ensuite assurées par des 
enzymes présentes dans le cœur du virion (Kuznar et al., 1980 ; Pena et al., 1993 ; Salas et 
al., 1999). Il est à noter que la séquence des promoteurs de ces gènes très précoces est 
courte (40 à 50 pb), très proche de l’origine de réplication du gène et très riche en A-T 
(Rodriguez et al., 2012). De plus, ces gènes de transcription précoce se terminent par un 
signal de fin de traduction de 7 bases T au lieu des 10 habituelles, suggérant l’existence 
d’ARNm polycistroniques, existence confirmée par l’observation de polyprotéines virales 
(Almazan et al., 1992; Almazan et al., 1993; Goatley et al.; 2002). Des gènes précoces et 
intermédiaires sont également transcrits mais restent silencieux et ne seront utilisés que 
durant les dernières phases de la réplication du virus. 
L’ADN polymérase virale codée par le gène G1207R (homologue aux α-like ADN 
polymérases) (Rodriguez et al., 1993) est indispensable à la synthèse de l’ADN viral, tout 
comme trois autres enzymes, une thymidine kinase (Martin Hernandez and Tabares, 1990), 
une ribonucléotide réductase (Cunha and Costa, 1992) et une ADN ligase (Yanez and 
Viñuela, 1993). Enfin, le virus code pour des enzymes de maturation et de réparation de 
l’ADN telle qu’une endonucléase apurinique / apyrimidique, et une polymérase du type β-
pol (Oliveros et al., 1997). 
La traduction des protéines intermédiaires et tardives, principalement des protéines 
structurelles, est initiée elle aussi par des promoteurs de courtes séquences et riches en A-T 
(Rodriguez et al., 2012) et est dépendante de l’avancement de la réplication de l’ADN 





L’assemblage du virion, tout comme la réplication du génome, a lieu dans le 
cytoplasme de la cellule (Andrés et al., 1997 ; Brookes et al., 1996), précisément dans des 
sites discrets périnucléaires appelés « usines à virus ». Ces usines sont adjacentes à 
l'appareil de Golgi et au réseau de microtubules et sont entourées de citernes de réticulum 
endoplasmique, de mitochondries et par une cage de vimentine (Andrés et al., 1997, Rojo 
et al., 1998, Heath et al. 2001 ). Au sein de ces sites, de nombreuses structures capsidiales 
partielles, de une à six faces hexagonales et toutes les formes virales intermédiaires 
jusqu'au virions néoformés ont été trouvées (Rouillier et al., 1998). 
La morphogénèse commence par la formation des précurseurs de la structure de la 
membrane interne, au cours de laquelle la protéine p54 est recrutée au niveau du réticulum 
endoplasmique. (Suarez et al., 2010 ; Andres et al., 1998 ; Rodriguez et al., 2004). Les 
liaisons de la p54 avec des fragments de citerne du réticulum endoplasmique et avec la 
chaine légère de dynéine LC8 permettent alors la translocation de ces structures 
membranaires via le réseau de microtubules jusqu’au site d’assemblage (Alonso et al., 
2001 ; Heath et al., 2001). 
Dans une seconde étape, ces précurseurs prennent une forme icosaédrique en 
intégrant progressivement la protéine capsidiale VP72 au niveau de leur face externe. La 
fonction essentielle de la protéine codée par le gène B438L dans la structuration 
icosaédrique de la capside virale a été notée (Epifano et al., 2006), l’absence de cette 
protéine conduit à la formation des particules filamenteuses.  
 
L’étape suivante est dépendante des deux polyprotéines tardives pp220 (gène 
CP2475L) et pp62 (gène CP530R) qui jouent un rôle crucial dans l’assemblage du cœur du 
virus, à savoir la nucléocapside (Suarez et al., 2010 ; Alejo et al., 2003). En effet, leur 
clivage, réalisé par la protéase virale codée par le gène S273R au niveau d’un site 
spécifique Glycine-Glycine-X, permet d’obtenir 6 protéines structurales qui constituent 
30% du cœur des virions. Ainsi, la polyprotéine pp220, liée de façon covalente à un acide 
myristique, donne naissance à 4 protéines (p150, p37, p34 et p14) et la polyprotéine pp62 à 
deux protéines (p35 et p15) (Andres et al., 2001). Toutefois, l’intégration dans le cœur du 
virus des produits de clivage de ces deux polyprotéines reste dépendante de l’expression de 




néosynthétisé est alors empaqueté dans cette structure icosaédrique naissante qui se 
referme aussitôt (Andrés et al., 2002). 
La dernière étape de maturation du virion est caractérisée par la condensation du 
cœur dans la nucléocapside, qui résulte de l’association des protéines B119L (une 
sulfhydryle oxydase) et A151R avec la protéine structurale pE248R (une protéine tardive 
myristoylée) par le biais de mécanisme redox (Rodriguez et al., 2006). La protéine pB119L 
oxyde la protéine pE248R pendant l’assemblage du virus et le motif CXXC contenu dans 
la protéine pA151R permet la liaison par des ponts disulfures avec la protéine structurale 
pE248R. Cette protéine contient dans sa partie N-terminale 4 résidus cystéine qui sont un 
élément essentiel du système redox en permettant la génération de ponts disulfures. Il est 
donc possible que la sulfhydryle oxydase du virion et la protéine pA151L exercent une 
fonction catalytique sur la protéine pE248R pendant le processus d’assemblage du virus.  
 
5.3. Libération des virions néoformés 
 Après leur morphogénèse, les virions matures sont transportés des usines à virus 
vers la membrane plasmique de la cellule hôte via le réseau de microtubules (Hernaez et 
al., 2006), et les particules virales sont libérées par bourgeonnement à la membrane 
plasmique, acquérant ainsi leur enveloppe externe (Netherton et Wileman., 2013 ; 
Crucière, 2003). Il est à noter que les virions néoformés libérés directement suite à la mort 
de la cellule par nécrose ou apoptose ne disposeront pas de cette enveloppe externe, sans 
que pour autant leur potentiel infectieux ne soit entamé (Dixon, 2006). 
 
6. Epidémiologie 
Selon les régions, des situations épidémiologiques différentes ont été observées, à 
savoir épizootiques ou enzootiques, dues à la multiplicité des hôtes et à la variété des 
modes de transmission du virus.  
Les espèces animales susceptibles d’être infectées par le virus de la peste porcine 
africaine sont les suidés domestiques et sauvages ainsi que les tiques molles du genre 
Ornithodoros. Chez les suidés sauvages africains, que ce soient chez les phacochères 




(Hylochoerus meinertzhageni), l’infection est asymptomatique (Penrith et al., 2004). Les 
animaux, principalement les phacochères, sont infectés par la piqûre des tiques molles qui 
infestent leur terrier lors de leur repas de sang. Le passage du virus entre les arthropodes et 
les suidés constitue le cycle selvatique de la maladie, un cycle très ancien et qui peut être 
entretenu pendant longtemps. A contrario, le virus entraîne une mortalité chez les sangliers 
européens (Sus scrofa ferus) identique à celle observée chez les porcs domestiques qui en 
descendent (Sanchez-Vizcaino, 2006). Dans ce cas, l’infection des animaux ne nécessite 
pas la présence du vecteur tique, car tout comme chez les porcs domestiques, les sangliers 
peuvent se contaminer par contact. Le passage direct du virus entre les animaux constitue 
le cycle domestique de la maladie. 
Lorsque la PPA entre dans un pays, sa propagation se fait principalement par le 
biais du cycle domestique, c’est-à-dire par transmission directe entre animaux malades et 
animaux sains, ou indirecte, par ingestion de nourriture contaminée ou contact avec des 
vecteurs passifs tels que des véhicules, des objets ou des humains souillés. En Espagne par 
exemple, des enquêtes épidémiologiques ont permis d’évaluer et de situer les sources 
premières de contamination : la source la plus importante provenait de contact entre des 
fermes peu éloignées, (65% des nouveaux foyers), suivie de l’introduction d’animaux 
porteurs dans une exploitation (19%) et, loin derrière, les contacts avec des suidés 
sauvages (5,8%) et les tiques (5%) (Mebus, 1988). Bien que les tiques soient importantes 
dans l’épidémiologie de la PPA, elles ne sont pas la principale cause de propagation de ce 
virus. L’extension au niveau international de la PPA est surtout due aux déchets 
alimentaires contenant des produits porcins transformés et donnés comme nourriture aux 
porcs domestiques (cf supra). Les animaux au stade d’incubation ou infectés par une 
souche peu virulente ne sont généralement pas détectés à l’abattoir. Que les animaux 
rescapés et guéris puissent rester porteurs doivent également être pris en considération dans 
la transmission de la maladie. 
En Afrique, les suidés sauvages sont considérés comme les réservoirs de la PPA 
(De Tray, 1957 ; Saliki et al., 1985 ; Sanchez-Vizcaino, 1998). Même s’ils ne présentent 
pas de signes cliniques, l’infection induit une virémie, faible, uniquement chez les 
juvéniles, et une séroconversion s’ensuit. Chez l’adulte, en l’absence de virémie, le virus 
peut être isolé à partir des ganglions lymphatiques (Kleiboeker et al., 1997 ; Anderson et 





Au sein d’une colonie de tiquesOrnithodoros, le virus de la PPA se transmet par 
voie transovarienne, trans-stadiale et sexuelle, ce qui fait de ces arthropodes un réservoir 
sans doute plus important que l’hôte mammifère. En effet, à l’intérieur d’une tique, le virus 
se réplique tout d’abord au niveau de l’épithélium intestinal (Plowright, 1970). Après 15 à 
21 jours, l’infection se généralise et le virus gagne les glandes salivaires et les glandes 
coxales dont les sécrétions sont alors infectieuses. De plus, les tiques peuvent rester sans se 
nourrir, à l’état quiescent, pendant près de 5 ans, et restent infectieuses pendant une 
période d’au moins 8 ans (Fernandez Garcia, 1970 ; Oleaga-Perez, 1990 ; Boinas, 1995).  
 
 
Figure 14 : Cycle de transmission du virus de la PPA chez les différents hôtes (les porcs domestiques, les 
porcs sauvages et les tiques molles) 
 
 
Si le cycle selvatique est fondamental dans la persistance de la maladie dans l’est et 
le sud de l’Afrique, dans les pays ouest-africain en revanche, le rôle des suidés sauvages et 
des tiques semble être moins important dans son endémisation (Penrith et Vosloo, 2009). 
Dans ces pays, en effet, la maladie est maintenue et se propage principalement par les 
mouvements et le commerce non contrôlés d’animaux et de produits dérivés du porc. 
Ainsi, de la présence des réservoirs sauvages, du vecteur, et de leurs interactions avec les 




Le premier scénario décrit le mode de transmission le plus ancien, à l’œuvre dans 
l'est et le sud de l’Afrique. Il implique les réservoirs sauvages et le vecteur puisque dans 
ces régions, la transmission aux porcs domestiques est souvent due à des piqûres de tiques 
infectées ou à l'ingestion de viande de phacochère contaminée (Wilkinson, 1986). 
Le second scénario décrit la situation dans l'ouest du continent africain. Ici, la 
transmission se fait essentiellement par contact direct entre les porcs domestiques ou par 
contact indirect entre les porcs et les produits carnés dérivés du porc. Des facteurs socio-
économiques tels que le manque de structure assurant les contrôles vétérinaires ou le 
manque de compensation financière allouée aux éleveurs dont le cheptel est atteint par le 
virus expliquent le maintien de la maladie à l'intérieur des pays mais aussi sa propagation 
vers les pays voisins. Cette situation prévaut à Madagascar, et également pour part dans le 
Caucase et dans la Fédération de Russie (Beltran-Alcrudo et al., 2009). 
Le troisième scénario a été observé suite à l’introduction de la maladie dans la 
péninsule ibérique en 1957 et implique le vecteur mais pas le réservoir. Dans un premier 
temps, les porcs domestiques et les sangliers sauvages atteints l’ont principalement été par 
contacts directs entre animaux et ingestion de produits carnés infectés. Cependant, des 
études ont montré la compétence de l’espèce de tique molle locale O. erraticus, pour le 
virus PPA, tiques qui, malgré l’absence de transmission verticale et horizontale entre ces 
arthropodes ont néanmoins contribué à la transmission de la maladie, notamment dans le 
cadre de sa réémergence au Portugal en 1999 (Boinas et al., 2011). Ce modèle de scénario 
a également existé dans certaines régions de l'Afrique centrale (démontré au Malawi) 
(Haresnape et al.,1988), et probablement au Mozambique et en Zambie (Penrith et al., 
2007), où la PPA est maintenue au sein de la population porcine domestique à cause des 
tiques molles qui infestent les porcheries. 
Le quatrième scénario s’est produit lorsque la maladie a été introduite dans d’autres 
pays d’Europe et en Amérique du sud au cours des années 1970. La maladie n’a touché 
que les porcs domestiques, sans rôle du vecteur tique dans sa transmission, puisqu’il est 
absent dans ces régions. L'absence de réservoir sauvage et/ou du vecteur a ainsi facilité 
l'éradication de la maladie qui a été obtenue après des campagnes d'abattage massif (Lyra, 
2006). 
Enfin, le dernier scénario relate la situation observée actuellement en Russie et dans 
les pays transcaucasiens où le cycle de la PPA implique les porcs domestiques et les 
sangliers, alors qu’aucun rôle dans le maintien ou la transmission n’a jusqu’ici été 




ainsi été contaminée suite à des mouvements d'animaux infectés, et s’est propagée à la 
faune sauvage par contact entre les suidés sauvages et les porcs domestiques (OIE, 2011 ; 
EFSA, 2010). 
Outre la présence du virus dans la faune sauvage, le mode d’élevage pratiqué a un 
impact sur le maintien et la transmission de la PPA. En effet, la divagation des porcs, mode 
d’élevage répandu dans les pays africains et dans l’Europe de l’Est, implique un niveau 
élevé de contact entre faune sauvage et domestique propice au maintien et à la circulation 
du virus PPA (Penrith et al., 2004a, b). De plus, le manque de mesures basiques de 
biosécurité dans les systèmes d'élevage tout comme l’utilisation des déchets de cuisine 
pour le nourrissage des porcs (Costard et al., 2009a; Missohou et al., 2001) sont des 
facteurs aggravant des risques d’exposition des animaux au virus. Enfin, la présence de 
tiques Ornithodoros dans les porcheries parachève le risque d’introduction et surtout de 
maintien de la maladie dans un élevage. Cependant, au-delà des multiples possibilités de 
contact entre les animaux et le virus, un lien peut être fait entre l’expansion de la filière 
porcine dans une région et le risque d’infection. Ainsi, en Afrique un lien semble exister 
entre la taille de la population porcine et la probabilité d’émergence de la maladie (Penrith 
et al., 2013). 
 
7. Réponse immune et protection chez le porc domestique 
 Lorsque les porcs survivent à une infection par le virus PPA, ils développent une 
réponse immunitaire protectrice spécifique de la souche qui les a atteints. Des IgM dans le 
sérum des animaux dès le 4ème jour post-infection (PI) et des IgG avec des titres élevés à 14 
jours PI ont été trouvés, ces derniers perdurant dans l’organisme pendant une longue 
période (Cubillos et al., 2013) assureront la protection de l’animal contre une nouvelle 
infection par une souche homologue (Sánchez-Vizcaíno 1999). En revanche, ils ne 
développent pas de protection contre une infection par une souche hétérologue (Wardley et 
Wilkinson, 1985, Boinas et al., 2004). 
Si l’infection par le virus PPA entraîne donc la production d’anticorps, des études ont 
montré qu’elle n’entraînait en revanche pas la production d’anticorps sériques 
neutralisants, que ce soit à la suite d’une infection naturelle ou expérimentale (Gomez-
Puertas et al., 1996 ; De Boer et al., 1969 ; Ruiz-Gonzalvo et al., 1986). En effet, les 
anticorps générés contre le virus n’ont que la capacité de retarder l’apparition des 




L’étude des mécanismes de neutralisation ainsi que de leurs principaux déterminants 
antigéniques a montré que des anticorps dirigés contre les protéines VP72 et p54 étaient 
impliqués tout au début du cycle de réplication du virus, c’est-à-dire lors de la phase 
d’attachement, tandis que des anticorps reconnaissant la protéine p30 étaient associés à 
l’inhibition de l’internalisation du virus (Gómez-Puertas et al., 1996). Ainsi, 
l’immunisation des porcs par un mélange de protéines recombinantes p30 et p54 permet à 
la fois la neutralisation du virus ainsi qu’une modification de la clinique de la maladie, 
avec un retard de l’apparition des symptômes (Gómez-Puertas et al., 1998). Néanmoins, 
des travaux ultérieurs ont suggéré que les anticorps ciblant les protéines VP72, p54 et p30 
du virus n’étaient pas suffisants pour permettre une protection efficace (Neilan et al., 2004) 
car ils ne parviennent pas à neutraliser la totalité des virus. Gomez-Puertas et Escribano, 
(1997) ont ainsi estimé que 10% des virus ne seraient pas neutralisés par les anticorps, et 
ont alors émis l’hypothèse d’un phénomène possible de compétition entre les anticorps 
neutralisant le virus et les anticorps anti-idiotypiques qui les bloquent. Une autre hypothèse 
repose sur l’origine cellulaire de l’enveloppe externe du virus qui lui permettrait 
d’échapper à la neutralisation par les anticorps anti-PPA (Mebus, 1988). Ces hypothèses 
pourraient expliquer l’échec des tentatives de développement d’un vaccin efficace et ce 
malgré plus de 50 ans de recherche. En revanche, des essais d’immunisation expérimentale 
de porc avec la souche portugaise non virulente OURT88/3 suivis d’une épreuve 
infectieuse avec la souche virulente étroitement liée OURT88/1, toutes deux isolées à 
partir de tiques O. erraticus au Portugal, ont conféré une protection contre des isolats 
africains virulents appartenant au même génotype (King et al., 2011), c’est-à-dire le 
génotype I. Ces épreuves d’immunisation suggèrent que l’utilisation d’un panel d’isolats 
atténués par délétion sélective d’un ou plusieurs loci du génome viral pourrait être la 
meilleure approche pour produire un vaccin efficace contre un ensemble de souches. 
 
Lors d’une infection, la réponse immune de l’hôte ne se limite pas à la génération 
d’anticorps. Une réponse immunitaire cytotoxique spécifique a également lieu, comme 
démontré contre un isolat non létal, avec une implication des lymphocytes T cytotoxiques 
(CTL) (Martins et al., 1993). La production par les lymphocytes T CD8+ d’une grande 
quantité d’interféron gamma (Alonso et al., 1997 ; Leitao et al., 1998) permet de bloquer la 
synthèse des protéines virales en inhibant l’initiation de la traduction. Or, dans les formes 




nombre de lymphocytes et de macrophages, associée à une neutrophilie a été observée 
(Plowright et al., 1994). De manière directe, une lyse massive des macrophages infectés a 
été constatée, due au bourgeonnement des virus néoformés à la membrane cellulaire et à 
leur lyse par des lymphocytes T CD8+ reconnaissant spécifiquement les protéines virales 
p32 et VP72. 
L’infection induit également une réponse cellulaire non spécifique, la réponse NK. 
Cette réponse immune a pour objectif de détruire toute cellule anormale dans l’organisme, 
c’est-à-dire présentant des antigènes du non-soi à leur surface, ce qui est bien entendu le 
cas des cellules infectées par le virus PPA. Les cellules NK agissent en induisant les 
cellules anormales en apoptose, puis en lyse. L’augmentation de l’activité NK a été 
démontrée par l’utilisation d’une souche peu virulente, la souche ASF/NH/P68, d’origine 
portugaise, dans le cadre des essais vaccinaux contre la souche homologue virulente L60 
(Martins and Leitao, 1994). Si cette étude a démontré un lien entre le niveau de la réponse 
NK et la protection, une autre a par la suite démontré que cette activité était à l’origine 
même de la protection immunitaire (Leitao et al., 2001). 
 
8. Echappement au système immunitaire de l’hôte 
Le virus PPA comme d’autres virus à ADN (Poxvirus, Adénovirus ou Herpes virus) 
développe plusieurs mécanismes qui lui permettent d’échapper aux réponses immunitaires 
cellulaires et humorales de son hôte (Dixon et al., 2004). Parmi les quelques 150 gènes que 
compte le génome du virus PPA, une soixantaine est estimée non essentielle à la 
réplication virale. Ils sont en revanche impliqués dans la manipulation et l’échappement à 
la réponse immune de l’hôte (Yanez et al., 1995).  
Parmi les protéines codées par ces gènes, la protéine codée par le gène A238L a été 
trouvée qui, en immobilisant le facteur de transcription NFκB inhibe l’induction des 
cytokines pro-inflammatoires indispensables à la réponse immunitaire innée (Powell et al., 
1996). Cette protéine a aussi une action pro- et anti-apoptotique selon les étapes de 
l’infection, puisque la voie NFκB est aussi impliquée dans l’activation de la transcription 
des gènes anti-apoptotiques (Micheau et al., 2001). Enfin, cette protéine est également 
capable d’inhiber l’activation du facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated 
T cells) chez les macrophages, facteur qui contrôle l’activation des lymphocytes et donc la 




Dans une cellule, l'apoptose bloque la réplication virale et empêche la dispersion 
des nouveaux virions à l’intérieur de l’hôte. De nombreux virus ont donc développé des 
mécanismes pour l’inhiber (Benedict et al., 2002; Hay et Kannourakis, 2002). Ainsi, outre 
la protéine pA238L, le virus PPA code pour deux autres protéines semblables aux 
protéines anti-apoptotiques de ses cellules hôtes : la protéine pA224L, qui en se liant avec 
une caspase-3 inhibe son activité protéasique, et la protéine pA179L, un homologue de la 
protéine Bcl-2, inhibiteur de l’apoptose des cellules (Neilan et al, 1993; Afonso et al, 
1996 ; Revilla et al, 1997). 
Une autre façon d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte est de moduler 
l’expression des gènes dont elle dépend. Ainsi, les protéines codées par les gènes A528R 
(MGF 530), A276R (MGF 360) ou I329L ont un impact dans la modulation de la réponse 
interféron de type I (IFN-α et IFN-β) et de type II (IFN-γ) de l’hôte. En effet, les produits 
des gènes A538R et A276R inhibent directement la transcription de ces gènes codant pour 
les IFN-α et -β (Afonso et al., 2004) tandis que le produit du gène I329L, en se liant aux 
récepteurs de type Toll (TLR3), inhibe l’induction d’IFN-β, mais aussi l’activation de la 
voie NFκB (de Oliveira et al., 2011). Or, la réponse interféron de type I ou II de l’hôte à un 
virus est cruciale pour le contrôle de l’infection. En effet, leur sécrétion par des cellules 
infectées induit une réaction antivirale des cellules adjacentes, permettant la coordination 
des réponses immunitaires innée et acquise et donc la limitation de la réplication virale. 
L’inhibition et/ou la modulation de l’induction d’IFN limite donc la réponse de l’hôte tout 
en accroissant la virulence du virus. 
Enfin, la protéine virale j4R, une enzyme codée par le virus et couplée à l'ubiquitine 
a un rôle dans la régulation d'autres voies de transcription des gènes de l'hôte (Bulimo et 
al., 2000, Goatley et al, 2002), notamment de ceux qui dépendent de l’interaction des 
protéines c-Jun et α-NAC. De même, la protéine UBCv codée par le gène I215L se lie à la 
protéine nucléaire SMCY de l'hôte qui est impliquée dans la régulation de la transcription.  
L’importance de la protéine CD2v a été également notée. Elle contient deux 
domaines Ig-like et dispose d’un peptide signal et d’un domaine transmembranaire. Elle 
entraine l’adsorption des globules rouges aux cellules infectées et des particules virales 
extracellulaires (Rodriguez et al., 1993, Borca et al., 1994). In vivo, la délétion de ce gène 
induit un retard de l’explosion virémique et de la dissémination systémique du virus. Enfin, 





9. Persistance et résistance du virus PPA 
En plus de sa capacité à se maintenir en échappant au système immunitaire de son 
hôte, une autre caractéristique du virus PPA est sa capacité à se maintenir dans 
l’environnement, c’est-à-dire sa résistance et sa persistance (Penrith et Volsow, 2009 ; 
Plowright et al., 1994), qui induisent un fort risque de réémergence.  
 
En effet, le virus résiste par exemple aux variations de pH se produisant lors de la 
maturation de la viande, ainsi qu’aux processus de transformation utilisés dans la 
fabrication des produits carnés à base de porc, tels que la salaison (McKercher et al., 
1978). Le virus résiste de même à une large gamme de variation de températures : 3 à 6 
mois dans du muscle squelettique ou de la moelle osseuse conservés à +4°C (Kowalenko et 
al., 1965), plus de 6 mois dans les viandes congelées à -20°C, et plus de deux ans à -70°C 
(Wilkinson, 1989).  
 
Dans les fluides biologiques tels que le sang, le virus résiste 3 heures à un chauffage 
à +50°C (Kowalenko et al., 1965) et de 70 à 190 jours dans du sang séché conservé à 
+20°C. Dans du sérum, le virus reste infectieux après 3h et demie à +56°C, un mois à 
+37°C et 18 mois à température ambiante.  
 
Même s’il s'est montré résistant aux nucléases ainsi qu’aux protéases telles que la 
trypsine ou la pepsine (Bengis et al., 1997, Plowright and Parker, 1967; Plowright et al., 
1994), le virus PPA est sensible à des nombreux traitements chimiques. Son enveloppe 
externe, de nature lipidique, est très sensible aux solvants, aux détergents, aux agents 
oxydants (Krug et al., 2011) et aux désinfectants paraphénylphénoliques (Turner et al., 
1999 ; Crucière., 2003) chlorés ou iodés (Shirai et al., 2000). Le virus est également 
inactivé après incubation d’une heure à +37°C dans la bêta-propiolactone, l'acétyle-






III. Prophylaxie – lutte contre la maladie  
Malgré plusieurs décennies de recherche, aucun vaccin efficace n’a encore pu être 
développé contre le virus PPA. Plusieurs stratégies vaccinales ont été élaborées, utilisant 
des souches virales naturellement atténuées ou délétées de gènes de virulence (Alfonso et 
al., 1998 ; Lewis et al., 2000 ; Salguero et al.,2008), des protéines immunogènes (Neilan et 
al., 2004 ; Ivanov et al., 2011) ou de l’ADN vaccinal (Perez-Martin et al., 2006 ; 
Argilaguet et al., 2011 ; Lacasta et al., 2011), mais aucun n’est parvenu à offrir une 
protection efficace et complète des porcs. Cette situation est probablement due au fait que 
certains effecteurs de la réponse immunitaire restent encore largement méconnus et que le 
virus a développé de multiples mécanismes d’échappement aux défenses immunitaires. 
Tous les essais de protection réalisés jusqu'à maintenant ont permis au mieux une 
protection contre un virus homologue ou un retard dans l'apparition des signes cliniques 
(Sanchez-Vizcaino, 2006). Il n’existe pas non plus de traitement contre la peste porcine 
africaine. En conséquence, pour l’heure, seules des mesures sanitaires offensives ou 
défensives drastiques peuvent être mises en œuvre pour lutter contre l’expansion de la 
maladie. 
Ces mesures sont organisées de deux manières, selon le statut sanitaire du pays. 
Dans les pays indemnes de PPA, les mesures de prophylaxie seront défensives, avec pour 
but d’empêcher toute introduction du virus dans le pays. Elles consistent en l’interdiction 
d’importer des animaux vivants et des produits carnés issus de porc à partir des zones 
infectées. Pour les autres pays, la démarche prophylactique sera plutôt offensive. Dans les 
pays subsahariens où il existe un cycle sauvage de transmission, la claustration des 
animaux permettra l’arrêt des contacts entre les animaux porteurs de virus et les animaux 
sains et ainsi la réduction du risque de transmission du virus. 
Enfin, dans les pays où le virus est introduit pour la première fois, le contrôle de 
l’épidémie consistera en une élimination systématique des animaux malades et en contact 
avec eux dans un périmètre de sécurité défini. L’OIE recommande ainsi un rayon de 10 km 
autour des foyers pour les élevages intensifs et de 50 Km pour les élevages extensifs 
(Geering et al., 2001). Les carcasses devront être détruites par incinération et tous les 
matériels et surfaces désinfectés. L’introduction de nouveaux animaux dans cet 
environnement ne se fera qu’après une période minimum de 40 jours suivie d’une 
introduction d’animaux sentinelles pour s’assurer de l’élimination effective du virus dans 





La peste porcine africaine est une des maladies les plus importantes du porc 
domestique, classée à ce titre par l’OIE parmi les maladies à déclaration obligatoire. Son 
grand pouvoir de diffusion, au-delà des frontières, exige d’en effectuer un diagnostic 
rapide et fiable afin que les mesures sanitaires prises en réponse à un foyer soient les plus 
efficaces possibles. En l’absence de vaccin, les efforts doivent être concentrés sur une 
détection précoce, premier pas vers l’application des mesures appropriées de contrôle et la 
mise en place des programmes d'éradication efficaces. 
1. Diagnostic clinique 
Des taux de mortalité très élevés chez les porcs domestiques de tout âge associés aux 
signes cliniques et lésions précédemment décrits devraient amener à effectuer rapidement 
un diagnostic de suspicion de la peste porcine africaine. Néanmoins, malgré des signes 
cliniques clairs, le diagnostic clinique de la PPA s’avère souvent difficile, et ce pour 
plusieurs raisons. Tout d’abord, du fait de l’apparition des formes cliniques subaigües et 
chroniques de la maladie, au cours desquelles la symptomatologie varie beaucoup, avec 
des formes d’évolution lente, des taux de mortalité plus bas et la possibilité d’animaux 
porteurs plus ou moins symptomatiques. Ensuite, parce que certains signes cliniques sont 
associés à d’autres maladies microbiennes touchant les porcs, ou sont les conséquences des 
intoxications auxquelles les porcs domestiques sont très sensibles. Il est de fait très 
important de ne pas confondre la PPA avec la peste porcine classique, due à un virus à 
ARN, le virus CSFV (pour « classical swine fever virus »), et dont les signes cliniques et 
les lésions sont identiques à ceux observés en cas de PPA. La confusion entraîne souvent 
un retard de diagnostic permettant la dissémination du virus et donc l’aggravation des 
épidémies. Un diagnostic différentiel doit également être fait avec certaines maladies du 
porc qui se manifestent par des signes cutanés, respiratoires et digestifs, comme le rouget, 
les septicémies à Pasteurella multocida (type B et E), les salmonelloses, la maladie 
d’Aujesky, les gastroentérites transmissibles du porc, les rickettsies et les protozoaires tels 
que Trypanosoma suis. La PPA doit également être différenciée des lésions hémorragiques 
occasionnées par les empoisonnements aux rodenticides coumariniques (aflatoxines et 
stachybotryotoxines) (Crucière, 2003) qui ont fréquemment lieu suite à l’ingestion de rats 




diagnostic de laboratoire doit être effectué pour confirmer l’infection au virus PPA et 
éviter toute confusion. 
 
2. Diagnostic de laboratoire 
Une grande variété de tests de laboratoire est disponible pour la détection du virus 
PPA ou celle des anticorps spécifiques générés par les animaux en réponse à l’infection 
(Arias et Sánchez-Vizcaino, 2002 ; OIE, 2008). Ils permettent une détection rapide et 
précise des porcs porteurs ou ayant été en contact avec le virus PPA. Les techniques les 
plus fréquemment utilisées pour la détection du virus sont la réaction de polymérisation en 
chaîne (PCR), outil diagnostic le plus spécifique, le plus sensible et le plus rapide (Agüero 
et al., 2003 ; King et al., 2003), l’immunofluorescence directe (Bool et al., 1969), et 
l’hémadsorption (HA) (Malmquist et Hay, 1960). Bien que différentes techniques aient été 
décrites (Steiger et al., 1992 ; Agüero et al., 2004 ; Hjertner et al., 2005 ; Basto et al., 
2006 ; Giammarioli et al., 2008 ; James et al., 2010 ; McKillen et al., 2010 ; Ronish et al., 
2011), le diagnostic moléculaire de la PPA repose néanmoins sur un nombre assez restreint 
de méthodes de PCR conventionnelle et en temps réel (Agüero et al., 2003 ; King et al., 
2003 ; Zsak et al., 2005 ; Fernández-Pinero et al., 2012). Certaines permettent non 
seulement la détection du virus PPA, mais aussi la caractérisation des isolats. Ainsi, Bastos 
et al. (2003), puis Lubisi et al. (2005), via l’utilisation de la partie 3’-terminale du gène 
B646L codant pour la protéine de capside VP72, ont réussi à discriminer les isolats viraux 
en 22 génotypes. Si ces techniques moléculaires sont rapides, spécifiques et sensibles, 
l’OIE préconise également l’isolement viral comme preuve définitive de la présence de 
virus infectieux dans les prélèvements.  
L’isolement du virus sur porc a été beaucoup pratiqué par le passé (Malmquist et 
Hay, 1960). Cependant, sa mise en œuvre est complexe, n’exonère pour autant pas d’un 
diagnostic différentiel avec la peste porcine classique et est éthiquement très contestable. 
L’avènement des techniques de culture cellulaire a depuis remplacé cette méthode, et 
aujourd’hui l’isolement viral consiste à inoculer des cultures de monocytes ou de 
macrophages de porc provenant du sang périphérique, de la moelle osseuse ou du poumon. 
La multiplication du virus dans ces cellules est mise en évidence par l’observation d’un 
effet cytopathique et de la propriété d’adsorption des hématies sur les cellules exprimant 
les antigènes viraux. L’effet cytopathique consiste en un dommage cellulaire 




lyse), et l’hémadsorbtion se traduit par la formation de rosettes. Cependant, l’émergence de 
certaines souches de virus à la fois non hémadsorbantes et faiblement cytopathiques 
rendent l’emploi de l’isolement viral non suffisant pour un diagnostic sûr. L’isolement 
viral sur cellules tiendra donc lieu de confirmation, et sera toujours associé à une technique 
de diagnostic moléculaire, capable a priori de détecter l’ensemble des isolats viraux 
(Gonzague et al., 2001 ; Crucière, 2003 ; Penrith et al., 2004). 
 
Pour que le résultat d’un test diagnostic puisse être considéré comme fiable, les 
prélèvements à partir desquels il est effectué doivent être dans un état de conservation 
permettant une bonne détection. Habituellement, les prélèvements pour le diagnostic de 
laboratoire comprennent des morceaux d’organe (ganglions lymphatiques, rate, poumon, 
foie, rein) ou du sang prélevé sur anticoagulant. Ces prélèvements, qui doivent être 
effectués sur des animaux euthanasiés ou sur les cadavres d’animaux morts récemment, 
sont difficiles à réaliser sur le terrain. En effet, l’autopsie doit être réalisée en limitant au 
maximum les risques d’écoulement de liquides biologiques pouvant contenir de fortes 
charges virales, puis en détruisant les carcasses par incinération. De plus, de tels 
prélèvements nécessitent une chaîne de froid pour une conservation correcte. Or, l’un des 
problèmes majeurs en Afrique est le maintien de cette chaîne de froid entre le lieu de 
prélèvement et le laboratoire d’analyse.  
 
 
V. Nature et objectifs de cette étude 
1. Contexte 
Historiquement, les premiers porcs introduits dans l’île de Madagascar étaient des 
animaux rustiques, introduits sur les hauts plateaux avec l’arrivée des migrants malaisiens. 
Cette première introduction a été suivie de celle des porcs ibériques, suite à la 
circumnavigation du continent africain par les portugais au XVème siècle. Ensuite, le 
cheptel porcin s’est principalement constitué à partir du XVIIème siècle, sur la base des 
porcs européens et asiatiques importés. Enfin, les anciennes races européennes telles que le 




une productivité supérieure, furent introduites au cours de la première moitié du XXème 
siècle (Centre technique de Coopération Agricole et Rurale, 2002). 
 
Aujourd’hui, le cheptel porcin malgache compte 1,5 millions de tête, chiffre à 
comparer avec les 35 millions de volaille, les 9,7 millions de bovin, les 1,3 millions de 
caprin et les 700 000 ovins, positionnant la filière porcine au troisième rang des élevages 
en nombre d’animaux, mais au deuxième rang en valeur. L’élevage porcin est donc très 
répandu, dans toute l’île, mais avec une forte concentration d’animaux sur les hautes terres 
et il constitue une source de revenus et d’accès à des protéines animales importante voire 
vitale pour de nombreux habitants (MAEP, 2004). Parmi les races de porc présentes, la 
race locale (Figure 15) prédomine aussi au sein des animaux reproducteurs, aussi bien 
mâles que femelles. Le nombre de truies de race améliorée est quant à lui estimé à environ 












Les types d’élevage (Tableau 1) de porc rencontrés à Madagascar sont l’élevage 
traditionnel familial et extensif (porcs en divagation) (Figure 16), l’élevage traditionnel 
semi-intensif (porcs enclos), et l’élevage intensif (élevages fermés et distribution de 
provendes industrielles) (Ramamonjisoa et al.,1998). 
 
 
Figure 16 : Porcs en divagation à Ambatondrazaka (Photo : T Randriamparany) 
 
Tableau 1 : Comparaison des types d’élevage porcin à Madagascar 
 
Caractéristiques Divagation Elevage fermé 
Apport de travail  Minimal Considérable 
Logement  En plein air, pièces de la maison Bâtiment (bois, brique, terre,…) 
Alimentation Déchets alimentaires, céréales, pas de complément; peu coûteuse 
Rations commerciales équilibrées : 
coûteuse 
Eau Eau de puits, eaux usées, sources 
naturelles Réserve d’eau potable obligatoire 
Production 
 
Faible ; peut augmenter avec une 
meilleure nutrition et contrôle des 
maladies 
Elevée ; mais demande beaucoup 
d’investissements 
Reproduction Monte naturelle extensive (contrôlée 
ou non) 
Monte naturelle contrôlée ; 
insémination artificielle 
Qualité de la viande Peu grasse Plus grasse 
Système d’élevage 
 
Système d’élevage extensif Habituellement une seule entreprise, intensive 
Soins vétérinaires 
 
Fer, vitamines, antiparasitaires, 
castration ; soins traditionnels 
(plantes, huile de vidange), 
vaccinations ; 
occasionnels 
Fer, vitamines, antiparasitaires, 
castration, contrôle de maladies 
virales, bactériennes et parasitaires 
fondamental pour une production 





Deux grandes maladies porcines ont sévi à Madagascar avant l’apparition de la 
PPA en 1997-98 : l’encéphalomyélite porcine à Teschovirus (présente depuis 1945), et la 
peste porcine classique (PPC) (apparue en 1965) (Roger et al., 1999). Toutes deux ont 
causé des pertes importantes dans l’industrie porcine malgache. La PPA quant à elle 
semble avoir été introduite suite à l’utilisation des eaux grasses et des déchets alimentaires 
provenant de navires assurant la liaison entre la côte est africaine et Fort-Dauphin, dans le 
sud-ouest de l’île (Rousset et al.,2001 ; Roger et al., 2000). Dans un contexte de 
vaccination renforcée contre la peste porcine classique (ramijidina en malgache) et 
l’encéphalomyélite porcine à Teschovirus (ramoletaka), l’efficacité et/ou l’innocuité des 
vaccins ont été fortement remises en question par les éleveurs, qui depuis sont réticents 
voire refusent de vacciner leurs porcs (Rousset et al.,2001). Suivant cette première entrée 
du virus, à partir du début de l’année 1999, un premier réseau de surveillance 
épidémiologique a été instauré par les services vétérinaires et une section dédiée au 
diagnostic de la PPA a été mis en place au sein de l’Unité de virologie de l’Institut Pasteur 
de Madagascar (IPM), avec l’appui financier de la Maison du Petit Elevage (MPE), de la 
Coopération Française, et de la FAO au travers d’un projet de coopération technique (PCT/ 
FAO/MAG8923/E). 
L’éradication de la PPA, qui repose sur des mesures sanitaires drastiques, demeure 
difficile, même sur une île. En quelques années seulement, la maladie a envahi une très 
grande partie du territoire et, le pays possédant des moyens financiers, de contrôle et de 
suivis très limités, l’éradication de la maladie n’a pas été réalisée. Ainsi, des foyers 
épisodiques sont toujours détectés sur l’ensemble de l’île. De plus, un cycle sauvage de 
maintien et de transmission du virus est potentiellement existant, avec la présence d’hôtes 
sauvages et du vecteur. En effet, d’une part le potamochère (Potamochoerus larvatus ou 
lamboala en malgache) prolifère dans de nombreuses zones du pays et peut rentrer en 
contact avec les porcs domestiques (Ravaomanana et al., 2011), d’autre part, une espèce de 
tiques du complexe O. moubata est également présente (O. porcinus porcinus) et pourrait 
jouer à la fois le rôle de réservoir et de vecteur de la maladie (Ravaomanana et al., 2011 ; 
Roger et al., 2001 ; Goutard et al., 1999). 
Pour contrebalancer les effets dévastateurs de l’introduction de la PPA, un plan de 
relance de la filière porcine a été mis en place en 2000 par les services vétérinaires, en 
collaboration avec la Maison du Petit Elevage (MPE). Il s’appuie sur plusieurs arrêtés 
interministériels qui définissent les mesures à adopter en terme de lutte offensive et 




importés de l’île de la Réunion en vue de l’amélioration génétique et de la reconstitution 
du cheptel, avec à charge pour la MPE de développer une filière d’insémination artificielle 
(Fournier, 2005). Trois zones pilotes d’élevage abondantes en nourriture ont été 
sélectionnées pour cette relance : les régions de Marovoay au nord-ouest de l’île, 
d’Antsirabe sur les hauts plateaux, et de Tsiroanomandidy à l’ouest. Des prélèvements, des 
certifications d’élevage indemne et des formations destinées aux éleveurs et techniciens 
ont été réalisées, des affiches et des plaquettes d’information ont été distribuées pour 
éduquer les éleveurs (Vidon, 2003). 
La transmission du virus se faisant le plus souvent, directement d’un porc malade à 
un porc sain ou par contact avec du matériel ou des déchets alimentaires souillés, la 
divagation des porcs (très importante dans certaines régions de production), le contact lors 
des échanges commerciaux ou au cours des saillies, tout comme le contact avec des 
animaux d'autres espèces (poules, chiens, rats, etc..) agissent comme des vecteurs 
mécaniques d’introduction de la maladie dans les élevages (Costard et al., 2009). Une 
étude menée en 2004 sur des porcs amenés à l’abattoir a d’ailleurs montré un taux de 
prévalence de l’infection variant de 14 à 18%, et en 2006 des enquêtes réalisées par la 
MPE ont estimé à 42,5% la proportion d’éleveurs qui déclarent avoir eu au moins un foyer 
de PPA au cours des années précédentes (MPE 2006). 
 
2. Problèmes rencontrés dans les pays tropicaux  
Dans les pays tropicaux et selon les régions, la température peut varier de 0°C à 
+45°C. Il est donc primordial de gérer la chaîne de froid lors de l’acheminement des 
prélèvements du terrain vers le laboratoire. La rupture de cette chaîne de froid, en effet, 
dégrade les échantillons, ce qui peut conduire à une perte de signal et donc à l’impossibilité 
de détecter des agents pathogènes. La collecte de prélèvements est rendue plus difficile par 
l’inaccessibilité du terrain (mauvais état ou absence d’infrastructure routière), les 
mauvaises conditions météorologiques et le manque de moyens logistiques.  
Aussi, effectuer un maillage du territoire permettant de lutter efficacement contre la 
maladie requiert une procédure sûre et peu onéreuse permettant l'expédition de matériels 
provenant des régions les plus isolées vers les laboratoires d’analyse éliminant la chaîne de 





3. Objectif de l’étude 
Dans le monde, la PPA est donc une contrainte sanitaire majeure qui limite le 
développement de l’élevage porcin, ce qui a un impact important sur l’économie des pays 
où elle sévit, mais aussi des pays avoisinants. Il est donc primordial de pouvoir la détecter 
très précocement afin d’en réduire les conséquences. La prévention et le contrôle de 
l'infection nécessitent donc un outil de diagnostic adapté à la situation de terrain et pouvant 
conduire à une meilleure compréhension de l'épidémiologie de la maladie. 
A Madagascar, pays à vocation agricole où l’élevage porcin tient une place 
primordiale sur le plan économique et social, les conditions environnementales (structure 
vétérinaire, infrastructure, climat) ne permettent pas d’établir un maillage suffisant du 
territoire et donc d’obtenir suffisamment de données capables d’expliquer l’épidémiologie 
(maintien et transmission) de la maladie dans l’île. Le développement d’un outil adapté 
devrait donc permettre de pallier ces conditions défavorables. 
L’émergence de la PPA en Côte d’Ivoire en 1996 a entraîné une perte de 30% du 
cheptel national dont 80% des porcs du secteur commercial. Si la maladie n’avait pu être 
maîtrisée que grâce à des mesures d’abattage et de contrôle très strictes, le pays en avait été 
depuis déclaré indemne. La collecte de prélèvement dans ce pays permettra ainsi de tester 
la spécificité de l’outil que nous allons développer.  
Depuis quelques années, des méthodes d’échantillonnage à base de sang séché sur 
du papier filtre ne nécessitant pas de continuité de la chaîne de froid (Pitcovski et al., 
1999 ; Vilcek et al., 2001 ; Joseph et Melrose, 2010 ; Uttenthal et al., 2013) et permettant 
la détection de matériel génétique ont été développées (Steiger et al., 1992 ; De Swart et 
al., 2001 ; Abdelwhab et al., 2011). Ces méthodes reposent sur l’utilisation de papier filtre 
spécialement conçu pour dénaturer les protéines et préserver les acides nucléiques (papier 
FTA), ou de papier filtre sans aucun additif (papier 3MM). L’utilisation de ces derniers a 
l’avantage de permettre également la détection d’anticorps sériques et l’isolement de 
certains virus puisqu’ils ne dénaturent pas les protéines. Aussi, pour contrebalancer les 
problèmes inhérents à l’échantillonnage en conditions tropicales, nous avons choisi de 
procéder à des prélèvements sur papier filtre sans additifs nous permettant par la suite de 
détecter le virus, de l’isoler, et de détecter les anticorps dirigés contre lui. 
Le premier objectif de cette étude est donc d’évaluer les capacités du papier filtre 
3MM en terme de détection du virus PPA, en appliquant à ces prélèvements un panel de 




l’isolement viral et la détection d’anticorps circulants. Pour évaluer la capacité de 
résistance du papier filtre aux conditions tropicales, une étude de la stabilité thermique des 
prélèvements sera également réalisée. Ces tests seront effectués en parallèles sur des 
prélèvements réalisés lors des essais vaccinaux en conditions contrôlées. 
Les résultats, basés sur un large échantillonnage tant à Madagascar qu’en Côte 
d’Ivoire, serviront par la suite à évaluer la prévalence de la PPA dans les deux pays et donc 
d’apprécier le risque représenté par la PPA dans ces régions, ce qui constitue le second 
objectif de cette étude. 
Enfin, à Madagascar, l’hypothèse qui prévaut est que l’épidémie de PPA qui a eu 
lieu dans l’île a fait suite à l’introduction unique d’une seule souche virale. Il sera donc 
procédé à un séquençage partiel de souches isolées entre 2008 et 2010 pour caractériser ces 
souches au niveau moléculaire, et une analyse phylogénétique des souches malgaches sera 
effectuée pour mieux comprendre les relations reliant les souches virales entre elles. 
L’évolution d’une population virale ayant un seul ancêtre commun sera étudiée, ce qui 













TRAVAUX DE RECHERCHE 
 




I. MATERIELS ET METHODES 
Cette partie décrit les matériels et méthodes qui ont été mis en œuvre lors de cette 
étude. Les travaux ont été réalisés à partir de trois campagnes d’échantillonnage. La 
première a été réalisée à Madagascar, la seconde en Côte d’Ivoire (prélèvements 
« terrain ») et la dernière lors des infections expérimentales effectuées par trois laboratoires 
européens (ANSES (Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments, Ploufragan, 
France), CReSa (Centre de Recerca en Sanitat Animal, Barcelone, Espagne) et CISA 
(Centro de Investigación en Sanidad Animal, Madrid, Espagne). Les échantillons 
biologiques sont donc issus de porcs domestiques et de porcs EOPS (exempt d’organismes 
pathogènes spécifiques) infectés expérimentalement. L’ensemble de ces prélèvements a été 
utilisé pour déterminer la sensibilité et la spécificité des différentes méthodes de diagnostic 
effectuées à partir de sang séché sur du papier buvard comparé ensuite à des prélèvements 
plus classiques, à savoir du sang complet prélevé sur anticoagulant ou des fragments 
d’organe. Les analyses sérologiques et virologiques ont été effectuées en partie au 
Laboratoire National de Diagnostic Vétérinaire (LNDV) de Madagascar, et en partie au 




Sur le terrain, différents types d’échantillon ont été collectés selon le statut des 
animaux. Du sang complet a été prélevé sur tube EDTA et appliqué sur du papier buvard 
Whatman 3MM (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) lors de l’abattage d’animaux à 
l’abattoir ou dans des aires d’abattage collectives. Après une prise de sang sur la face 
supérieure de l’oreille des animaux, des bandelettes de papier buvard de 5cm x 1cm ont été 
imbibées de sang complet, séchées à température ambiante puis conservées comme décrit 
par Michaud et al., (2007). Les sérums ont été récupérés après une centrifugation de 5 
minutes à 600 g, puis conservés à -80°C jusqu’à utilisation. Après autopsie de l’animal, un 
fragment d’organe cible du virus PPA (rate, rein ou ganglions lymphatiques) de 5 cm3 
environ a été prélevé et placé immédiatement à +4°C. Les fragments d’organe ont ensuite 
été congelés dans de l’azote liquide pour assurer le transport vers le laboratoire, puis placés 
à -80°C pour conservation jusqu’à leur utilisation. 




Dans les élevages, tout comme lors des expérimentations animales en milieu 
contrôlé, seul le sang a été prélevé sur les animaux sur pied, en tube EDTA et sur papier 
buvard Whatman 3MM. 
 
1.1. Echantillons prélevés lors des études expérimentales 
 
Des prélèvements de sang sur tubes EDTA, sur tubes secs et sur buvards ont été 
effectués au cours de quatre expérimentations animales réalisées dans le cadre des essais 
vaccinaux ou d’étude de virulence utilisant plusieurs souches de virus PPA. 
La première expérimentation animale, réalisée au CISA en 2009, avait pour but 
d’étudier la virulence de la souche Arm07 (génotype II), isolée en 2007 sur porc 
domestique lors d’un foyer en Arménie. Pour cette étude, six porcs ont été utilisés : quatre 
porcs (C1 – C4) inoculés par voie intra musculaire et avec une dose de 10 HAD50, et deux 
porcs C5 – C6 non inoculés mais placés dans le même enclos au contact des porcs 
inoculés. Les prélèvements de sang ont été effectués à 0, 5, 9 et 12 jours après l’infection. 
Cette expérimentation animale a permis de comparer la détectabilité par PCR du 
virus PPA à partir de sang complet et de sang imprégné sur papier buvard 3MM, ainsi que 
la performance du papier 3MM comme support de prélèvement face à un autre papier 
buvard, le papier FTA (Braae et al., 2013). 
La seconde expérimentation animale a été conduite au CReSA en 2011 dans le 
cadre d’une étude comparative de la virulence de différentes souches de virus. Au cours de 
cette étude, deux groupes de trois porcs ont été infectés avec une dose de 104 HAD50 de la 
souche Ben97/1 ou de la souche E75, toutes deux appartenant au génotype I viral. Les 
prélèvements ont été effectués à 1, 2 et 4 jours après l’inoculation pour le groupe de porc, 1 
et à 3, 5, 7 et 9 jours pour le groupe 2. 
 
Les troisième et quatrième expérimentations animales ont été réalisées à l’ANSES 
Ploufragan en 2011. Concernant la troisième, il s’agit d’un essai vaccinal utilisant des 
souches virales du génotype I. Au cours de cet essai, sept porcs ont été infectés avec une 
dose de 104 HAD50 de la souche OURT88/3, une souche naturellement atténuée isolée au 
Portugal en 1988. Après 21 jours, une première épreuve infectieuse a été réalisée avec 




104HAD50 de la souche OURT88/1, une souche très proche de la première, mais virulente. 
Enfin, 21 jours plus tard, les porcs ont subi une seconde épreuve infectieuse utilisant 104 
HAD50 de la souche virulente Ben97/1 (isolée au Bénin en 2007). Les prélèvements ont été 
effectués à 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35, 41, 45 et 49 jours après l’infection. 
La dernière expérimentation correspondait quant à elle une étude comparant deux 
méthodes de vaccination, par inoculation d’un peptide ou par l’utilisation d’une ou 
plusieurs souches virales. Au cours de ces études, 16 porcs ont été vaccinés (les souches de 
virus « vaccinales » ont été tenues confidentielles) à J0 et à J14 puis infectés avec 104 
HAD50 de la souche d’épreuve E75 (génotype I) à J28. Les prélèvements ont été effectués à 
27, 35, 42 et 49 jours après la première inoculation. 
 
1.2. Echantillonnage « terrain » 
A Madagascar, un échantillonnage de porcs domestiques provenant des zones 
infectées a été effectué de 2008 à 2010 dans les abattoirs et les élevages (Tableau 2). Les 
prélèvements ont eu lieu suite à la suspicion d’un foyer sur le terrain ou au cours des 
campagnes de surveillance active. Dans ce dernier cas, les sites de prélèvement, localisés 
sur la Figure 17, ont été choisis selon deux critères : l’importance de l’élevage porcin 
implanté et la présence simultanée d’élevage et d’abattoir. Madagascar est divisé en 22 
régions, issues du redécoupage des 6 anciennes provinces. Sur ces 22 régions, 13 ont été 
visitées à des fins de collecte, chacune des 6 anciennes provinces étant représentées par au 
moins une région.  
 
Tableau 2 : Nature et lieu de prélèvement des échantillons collectés à Madagascar et en Côte d’Ivoire entre 
2008 et 2010 
A 
Pays Madagascar Côte d’Ivoire 
Année 2008 2009 2010 2009 - 2010 
Prélèvements Sérum Papier buvard Rate Sérum 
Papier 
buvard Rate Rate Sérum 
Papier 
buvard 
Abattoirs 30 30 30 115 115 115 45 - - 
Elevages - - - 422 - - - 346 346 
 
- 2010 






Figure 17 : Sites de prélèvement à Madagascar au cours des années 2008 à 2010 
 




La Côte d’Ivoire a été déclarée indemne de PPA depuis au moins 10 ans suite aux 
foyers apparus en 1996. Lors d’une campagne de surveillance en 2009 – 2010, 346 porcs 
ont été prélevés à l’abattoir du district d’Abidjan qui, étant le seul abattoir de ce type dans 
le pays, est le lieu de convergence de la plupart des porcs destinés à l’abattage, ainsi que 
sur des animaux sur pied dans la région de Béoumi (centre du pays). Au total, 246 
échantillons provenant des animaux élevés en élevage moderne (porcs élevés en 
claustration) et 100 provenant d’élevage traditionnel (porcs coureurs ou en divagation)ont 
été prélevés. Ces échantillons, qui consistaient en du sang séché sur papier filtre 3MM et 
du sérum ont été utilisés dans notre étude afin d'évaluer la spécificité des méthodes mises 
en œuvre.  
 
Zones de collecte des prélèvements 




Figure 18 : sites de prélèvement en Côte d’Ivoire au cours des années 2009 à 2010 
  




2. Influence de la taille du fragment de papier filtre sur la détectabilité du virus 
PPA 
Des bandelettes de papier filtre de 5 cm X 0,5 cm ont été imbibées avec des dilutions 
de virus PPA dans du sang complet de porc. Les dilutions de raison 3 ont été réalisées à 
partir d’une culture virale de la souche E70 (génotype I) titrant à 105,8 HAD50, soit de 
3x104.8  à 3x101.8 particules virales par ml. Les bandelettes de papier filtre ont été plongées 
dans les tubes contenant les différentes dilutions, séchées à l’air libre, puis conservées à 
température ambiante (22°C – 25°C) jusqu’à utilisation. 
Pour évaluer l’influence de la taille du fragment de papier filtre dans la détectabilité 
du virus PPA, le diagnostic moléculaire par PCR a été réalisé sur des morceaux de 0,3 mm2 
à 6,25 mm2. 
 
3. Traitement des échantillons 
Les analyses virologiques et sérologiques qui ont été effectuées à partir des 
prélèvements ont pour objectifs de valider les techniques de détection à partir de buvard 
imprégné de sang et de caractériser les souches de virus au moyen de reconstruction 
phylogénétique portant sur plusieurs parties du génome. Ces analyses comprennent la 
détection des anticorps dirigés contre le virus, la détection moléculaire du virus par des 
techniques d’amplification génique conventionnelles ou en temps réel, ainsi que 
l’isolement viral. Les produits d’amplification générés au moyen de la PCR 
conventionnelle ont été séquencés afin de caractériser les souches malgaches au niveau 
moléculaire et de déterminer les relations phylogénétiques existant entre elles ainsi qu’avec 
les autres génotypes viraux. 
 
3.1. Analyses sérologiques : détection des anticorps dirigés contre le virus PPA 
par la méthode ELISA 
 
Quarante-six échantillons provenant des essais vaccinaux réalisés lors de la 
troisième expérimentation animale (cf. supra) ont été utilisés pour la détection d’anticorps 
dirigés contre le virus PPA dans le sang séché sur papier filtre. Le kit employé pour la 
détection a été le kit commercial « Ingezim PPA 3 Compac » (Ingenasa, Espagne) dont le 
protocole a été adapté à l’utilisation de sang séché sur une matrice.  




Le test a été réalisé comme suit : un fragment de 40 mm² de papier filtre imbibé de 
sang séché a été découpé et plongé dans 100 µl de diluant du Kit ELISA, puis incubé 
pendant 2 heures à température ambiante. L’éluat a été dilué au 1/5 (au lieu de la dilution 
au 1/2 préconisée par le fabriquant lors de l’utilisation de sérum) afin de réduire les 
interférences dues à la présence d’hémoglobine et donc d'augmenter la sensibilité du test. 
La suite du protocole suit les instructions que le fournisseur stipule pour un ELISA 
utilisant du sérum. 
L’analyse a été faite en parallèle avec les sérums appariés provenant de la même 
expérimentation animale.  
Afin de connaître la prévalence du virus PPA dans l’île, la détection des anticorps 
dirigés contre le virus dans les prélèvements de sérum de Madagascar a été réalisée avec le 
même kit ELISA. 
 
3.2. Détection moléculaire du virus PPA 
3.2.1. Extraction des acides nucléiques à partir des organes de porc et 
de sang prélevé dans des tubes contenant de l’EDTA 
 
Les organes ont été préalablement coupés en morceaux puis broyés dans du milieu de 
culture MEM additionné de sels de Earle (Eurobio). L’homogénat a ensuite été clarifié par 
centrifugation à 1000 g pendant 10 minutes puis l’extraction des acides nucléiques a été 
réalisée à partir de 200 µl de surnageant clarifié au moyen du kit High Pure PCR Template 
Preparation Kit (Roche) après un traitement à la protéinase K, selon les spécifications du 
fournisseur. En ce qui concerne le sang prélevé sur anticoagulant, l’extraction a été réalisée 
à partir de 100 µl de sang complet. L’ADN extrait et purifié a été élué dans 200 µl d’eau 
ultra pure stérile et placé à -20°C jusqu’à utilisation. 
 
3-2-2. Amplifications géniques  
3.2.2.1. Amplification génique par PCR conventionnelles  
 
Les deux PCR conventionnelles qui ont été mises en œuvre ciblent la partie 3’ 
terminale du gène B646L qui code pour la protéine majeure de la capside virale, la protéine 




VP72. Les amplifications ont été réalisées à partir des acides nucléiques extraits d’organe 
ou de sang total ou à partir du sang séché sur buvard. 
 
3.2.2.1.1. PCR directe sur papier filtre imprégné de 
sang de porc 
 
Des fragments de 2,5 mm² de papier filtre imprégné de sang provenant des porcs 
« terrains » ou issus des expérimentations animales ont été découpés et plongés sans 
traitement préalable dans un mélange réactionnel composé de 0,4 µM de chaque amorce du 
couple VP72-sens (5’-TCGGAGATGTTCCAGGTAGG-3’) et VP72-rev (5’-
CGCAAAAGGATTTGGTGAAT-3’) (Michaud et al., 2007), 250 µM de dNTP et 2,5 
unités de polymérase Pfu (Stratagene, Amsterdam), complété à 80 µl avec de l’eau ultra 
pure stérile. La réaction de polymérisation a ensuite été réalisée comme suit : une première 
étape de dénaturation de 5 minutes à +95°C, suivie de 35 cycles composés de 30 secondes 
de dénaturation à +95°C, 30 secondes d’hybridation des amorces à +55°C et 30 secondes 
d’élongation à +72°C. Enfin, une élongation finale de 7 minutes à +72°C a été réalisée. Les 
produits d’amplification ont été visualisés par illumination au rayonnement UV après 
migration électrophorétique dans un gel d’agarose 1,5% en TAE 1X. 
 
3.2.2.1.2. PCR sur acides nucléiques extraits 
d’organes de porc 
 
A partir des ADN extraits d’organe de porc, le fragment de gène B646L a été 
amplifié dans un mélange réactionnel contenant 100 ng d’ADN, 10 µM de chaque amorce 
du couple VP72-d (5’-GGCACAAGTTCGGACATGT-3’) et VP72-U (5’-
GTACTGTAACGAAGCAGCACAG-3’) (Bastos et al., 2003, PCR diagnostic 
recommandée par l’OIE), 250 µM de dNTP et 0,5 U de polymérase (Qiagen), complété à 
50 µl avec de l’eau ultra pure stérile. Après 5 minutes de dénaturation à +95°C, 30 cycles 
composés de 30 secondes de dénaturation à +95°C, 30 secondes d’hybridation des amorces 
à +50°C et 30 secondes d’élongation à +72°C, et une élongation finale de 7 minutes à 
+72°C, les produits d’amplification ont été visualisés par illumination au rayonnement UV 
après migration électrophorétique dans un gel d’agarose 1,5% en TAE 1X. 
 




3.2.2.2. Amplification génique en temps réel 
Le principe de la PCR quantitative en temps réel repose sur le suivi cycle après 
cycle de la réaction d’amplification de l’ADN au moyen d’un marqueur fluorescent fixé 
sur une sonde spécifique du fragment de gène cible. L’intensité de la fluorescence mesurée 
sera directement proportionnelle à la quantité d’ADN initialement présent, et donc au 
produit d’amplification présent dans le mélange réactionnel. Deux PCR quantitatives 
ciblant le gène de capside B646L ont été utilisées au cours de cette étude. L’une 
(recommandée par l’OIE) utilise une sonde TaqMan© développée par King et al. en 2003 
tandis que l’autre utilise la sonde commerciale UPL#162 (Universal Probe Library, Roche) 
(Fernandez-Pinero et al., 2012). Tout comme pour la PCR conventionnelle, les deux 
méthodes ont été utilisées avec comme matrice les acides nucléiques extraits d’organe ou 
de sang total ainsi qu’à partir de sang séché sur buvard sans traitement préalable. Les 
cycles d’amplification ont été réalisés dans un thermocycleur Mx3005P (Stratagene, 
Agilent technologies, Courtaboeuf, France). 
 
La première PCR en temps réel a été réalisée dans un mélange réactionnel 
contenant 20 µl de Gene Expression Mastermix 2X (Applied Biosystems, Warrington, 
Angleterre), 0,4 µM de chaque amorce (King-s, 5’-C T G C T C A T G G T A T C A A TC T T A T C G 
A-3’ et King-r, 5’-G A T A C C A C A A G A T C R G C C G T-3’), 0,25 µM de sonde 5’-[6-carboxy-
fluorescein(FAM)]-C C A C G GG A G G A A T A C C A A C CC A G T G-3’-[6-carboxytetramethyl- 
rhodamine (TAMRA)]) et 100 ng d’ADN ou 1,25 mm² de papier filtre imprégné de sang, 
complété à 40 µl avec de l’eau ultra pure stérile. Le mélange a alors été soumis à un cycle 
d’amplification consistant en 3 minutes de dénaturation à +95°C suivi de 45 cycles de 10 
secondes à +95°C et 30 secondes à +58°C. La fluorescence du fluorochrome a été mesurée 
au cours de chaque cycle d’élongation. 
 
 En ce qui concerne la seconde PCR en temps réel, l’amplification a été réalisée 
également en prenant comme matrice 100 ng d’acides nucléiques extraits ou 1,25 mm² de 
papier filtre imprégné de sang. Le mélange réactionnel contenait 0,4 µM de chaque amorce 
(ASF-VP72-F, 5’-CCCAGGRGATAAAATGACTG-3’ et ASF-VP72-R, 5’-
CACTRGTTCCCTCCACCGATA-3’), 0,1 µM de sonde UPL#162 (5’-6-FAM-
CGCCAGGA-3’-dark quencher dye) et 20 µl de Light Cycler 480 Probes Master 2X 




(Applied Biosystem), complété à 40 µl avec de l’eau ultra pure stérile. Le cycle 
d’amplification était composé de 5 minutes à +95°C suivi de 45 cycles de 10 secondes à 
+95°C et 30 secondes à +60°C. Le fluorochrome a été détecté au cours de chaque cycle 
d’élongation. 
 La PCR en temps réel utilisant la sonde UPL#162 ayant très rapidement montré une 
sensibilité plus importante que la PCR développée par Don King, cette dernière a 
progressivement été abandonnée. Aussi, seule la PCR à temps réel UPL a été appliquée 
pour tous les échantillons.  
 
3.3. Isolement viral 
L’isolement viral a été réalisé sur des macrophages alvéolaires de porc (Malmquist 
et Hay, 1960) extraits du poumon de porcelet par lavage broncho-alvéolaire selon la 
procédure suivante. Après anesthésie et exsanguination de l’animal, le tractus cœur – 
poumon est prélevé. Le poumon est alors lavé avec du PBS 1X supplémenté avec 20 U/ml 
de pénicilline, 20 µg/ml de streptomycine et 0,5 µg/ml d’amphotéricine B (Gibco), ceci 
permet d’éviter la prolifération des bactéries ou des champignons présents dans les voies 
respiratoires. Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 2 min à 370 g, lavées dans du 
PBS 1X additionné du même mélange d’antibiotiques/antifongiques, puis reprises dans du 
milieu de culture. Suite à une numération des cellules vivantes avec du colorant vital bleu 
trypan, celles-ci sont ensemencées dans des plaques de culture cellulaire de 24 puits à une 
concentration de 8,5 x 105 cellules par puits, et incubées à +37°C et 5% de CO2. Le milieu 
de culture est composé de MEM additionné de sels de Earle (Eurobio), supplémenté de 
sérum de fœtus bovin (10%), de pénicilline (20 U/ml), de streptomycine (20 µg/ml) et 
d’amphotéricine B (0,5 µg/ml) (Gibco). 
Après une nuit d’incubation, le milieu de culture est retiré et l’isolement viral est 
réalisé à partir de 150 µl d’un inoculum composé de surnageants d’homogénats clarifiés 
d’organe, de sang complet ou d’éluats clarifiés de papier filtre imbibé de sang. Après une 
heure d’incubation à +37°C et 5% de CO2, l’inoculum infectieux est retiré et remplacé par 
1 ml de milieu de culture. Les cellules sont alors incubées et l’apparition d’un éventuel 
effet cytopathique est contrôlé quotidiennement. L’ajout de globules rouges de porc aux 
cultures permet quant à lui d’observer le phénomène d’hémadsorption à la surface des 
macrophages infectés. Au bout de 5 à 7 jours, les cultures sont soumises à deux cycles de 




congélation/décongélation à -80°C, puis les surnageants sont clarifiés par centrifugation et 
placés à -80°C jusqu’à utilisation. L’amplification du virus est réalisée par plusieurs 
passages successifs. 
Les inocula issus des papiers filtres ont été préparés comme suit : un morceau de 
bandelette de papier filtre imbibé de sang de 0,5 cm² a d’abord été plongé quelques 
minutes dans 350 µl de milieu MEM plus sels de Earle. Le sang séché a alors été élué du 
support par écrasement à l’aide d’un pilon stérile puis clarifié à 8000 g pendant une 
minute. 
 
4. Détermination de la viro-prévalence et de la séro-prévalence de la PPA à 
Madagascar 
 
Les résultats des analyses virologiques et sérologiques réalisées à partir des 
échantillons « terrain » ont été utilisés pour déterminer la viro-prévalence et la séro-
prévalence (p) de la population porcine malgache. Exprimées en pourcentage, les 
prévalences sont calculées par la proportion du nombre d’individus positifs (n) dans 





Pour tenir compte du biais lié à l’échantillonnage, les résultats de prévalence sont 
affectés d’un intervalle de confiance à 95% ou IC95. La prévalence est alors formulée 
comme suit : 
 
P = P ± 2(1 − )  
 




p =  n 
N 




5. Caractérisation moléculaire des virus PPA malgaches 
 
5.1. Amplification des gènes cibles 
 
Les réactions d’amplification ont été effectuées avec la polymérase FailSafe (Tebu 
EPICENTRE), une enzyme très fidèle puisqu’elle incorpore les nucléotides avec un taux 
d’erreur de seulement 3,3 x 10-5. Cette enzyme possède à la fois une activité 
endonucléasique générant des extrémités franches d’ADN mais aussi une activité 3’ 
exonucléasique qui accroche une adénine supplémentaire (non comprise dans la matrice) 
en fin d’élongation. Ces propriétés permettent de procéder ensuite au clonage des produits 
d’amplification indifféremment dans un plasmide ouvert à extrémités franches, ou 
cohésives avec une thymine non appariée. Les gènes ou fragments de gène ont été 
amplifiés entre les couples d’amorces suivants : VP72-d (5’-
GTACTGTAACGCAGCACAG-3’) et VP72-U (5’-GGCACAAGTTCGGACATGT-3’) 
pour le gène B646L, ASFp22-5’-seq  (5’-AAATGAG ACCCTCCAAAAA-3’) et ASFp22-
3’-seq : 5 ‘-AAAAAGGATACGATGAGCCTAATG-3’) pour le gène KP177R, et p30/32-
P1 (5’-TGCCAAGCATACATAAGTTG-3’) et p30/32-P2 (5’-
ATTTTGCTGTTTATGAATCC-3’) pour le gène CP204L. Le mélange réactionnel 
contenait 100 ng d’ADN, 25 µl de tampon PCR FailSafe C 2X, 2,5 U de polymérase, et 0,5 
µM de chaque amorce, complété à 50 µl avec de l’eau ultra pure stérile. 
Les amplifications géniques ont été réalisées comme suit : un cycle de dénaturation 
de 5 minutes à +95°C suivi de 30 cycles de 30 secondes de dénaturation à +95°C, 30 
secondes d’hybridation des amorces à +50°C pour les gènes CP204L et B646L ou +55°C 
pour le gène KP177R et d’une élongation à +72°C de 30 secondes pour le gène B646L, 45 
secondes pour le gène KP177R et 50 secondes pour le gène CP204L. Une élongation finale 
de 7 minutes à +72°C a également été réalisée. 
La taille des produits d’amplification a été contrôlée après migration 
électrophorétique dans un gel d’agarose 1% (Qbiogene) en TAE 1X et illumination au 
rayonnement UV, contre un marqueur de poids moléculaire de 100 pb (Biolabs).  
 
 




5.2. Clonage des amplicons – sélection des clones bactériens – préparation 
d’ADN plasmidique 
 
Avant d’être clonés, les amplicons ont été purifiés après migration 
électrophorétique dans un gel d’agarose 0,8% en TAE 1X. Les bandes d’ADN de taille 
attendue ont été excisées du gel puis purifiées à l’aide du kit Ultra Free DA (Millipore) 
selon le protocole du fournisseur. 
Le clonage des amplicons purifiés a été effectué dans le vecteur  pCR 2.1-TOPO 
(Invitrogen), un plasmide ouvert dont les extrémités 3’ se terminent par une thymine non 
appariée et sur lesquelles est fixée une topoisomérase, une enzyme qui permettra la ligation 
de l’insert dans le vecteur. Le mélange réactionnel de ligation contenait 50 ng de vecteur, 
l’insert dans une proportion 1:3 et 1 µl de tampon 6X, complété à 6 µl avec de l’eau ultra 
pure stérile.  
Après 10 min d’incubation à température ambiante, des bactéries chimio-
compétentes Escherichia coli Top10 (Invitrogen) ont été transformées par choc thermique 
avec 3 µl de réaction de ligation, puis ensemencées sur un milieu gélosé LB Agar 
contenant de l’ampicilline à 150 µg/ml et incubées à + 37°C pendant une nuit. 
Le criblage des colonies a été effectué au moyen d’une amplification génique 
utilisant des amorces localisées de chaque côté du site d’insertion, ceci afin de contrôler la 
présence et la taille du fragment d’ADN inséré dans le vecteur. Une dizaine de colonies a 
été sélectionnée et directement ajoutée à un mélange réactionnel contenant 2,5 U de 
polymérase (Qiagen), 1 µM de chaque amorce du couple pCR2.1-5’ (5’-
TTTATGCTTCCGGCTCGTAT-3’) et pCR2.1-3’ (5’-TACAATTCACTGGCCGTCGT-
3’), 200 µM de chaque dNTP, 5 µl de tampon 10X et de l’eau ultra pure stérile (qsp 50µl). 
Le mélange a été ensuite soumis à une amplification génique de 5 minutes à +95°C (ce qui 
permet l’éclatement des bactéries et donc l’accessibilité à l’ADN plasmidique), puis de 35 
cycles de 50 secondes à +95°C, 50 secondes à +50°C et 50 secondes à +72°C, suivis d’une 
élongation finale de 7 minutes à +72°C. Les amplicons générés ont alors été visualisés par 
illumination au rayonnement UV après migration électrophorétique dans un gel d’agarose 
1% en TAE 1X contre un marqueur de poids moléculaire de 100 pb (Biolabs). Les 
bactéries pour lesquelles le fragment d’intérêt a été amplifié correctement ont été 
sélectionnées pour être multipliées afin de produire une large quantité d’ADN plasmidique, 
plus facilement utilisable pour le séquençage. 




Chaque colonie bactérienne sélectionnée a été mise en culture dans 10 ml de milieu 
LB contenant 100 µg/ml d’ampicilline. Après une nuit d’incubation à +37°C sous agitation 
continue (220 t/min), les bactéries ont été centrifugées à 4000 g pendant 10 minutes. 
L’ADN plasmidique a alors été purifié au moyen du kit Wizard Plus SV Miniprep DNA 
Purification System (Promega), selon les instructions du fournisseur. 
Enfin, la présence de l’insert dans l’ADN plasmidique purifié a été contrôlée par 
digestion enzymatique avec l’enzyme de restriction EcoRI (Biolabs) suivie d’une 
visualisation des produits de digestion par illumination aux UV après migration 
électrophorétique dans un gel d’agarose 1,5% en TAE 1X. 
 
5.3. Séquençage des gènes d’intérêt 
 
Suite au contrôle de la présence et de la taille des gènes ou fragments de gène cloné 
dans les vecteurs, le séquençage des gènes d’intérêt a été externalisé et réalisé par la 
société Cogenics Genome Express S.A. (Meylan, France). Chaque base a été lue deux fois, 
c’est-à-dire une fois sur chaque brin d’ADN. 
 
5.4. Reconstructions phylogénétiques 
Les séquences ainsi générées ont tout d’abord été vérifiées avec le logiciel Vector 
NTITM version 11 (Invitrogen) à partir des électrophorégrammes produits lors du 
séquençage. Des alignements multiples incluant les séquences malgaches que nous avons 
générées ainsi que celles téléchargées à partir du site publique GenBank (réunissant les 22 
génotypes décrits dans la littérature) ont ensuite été réalisés par la méthode du Clustal W 
(Thomson et al., 1994) implémentée dans le logiciel Mega v.6 (Tamura et al., 2013).  
A partir des alignements il est possible de déterminer statistiquement le modèle qui 
décrit au mieux le processus évolutif à l’œuvre permettant d’expliquer les différences 
constatées entre les séquences. Les arbres phylogénétiques qui découlent de l’utilisation de 
ces modèles sur nos jeux de données ont été générés par la méthode du Maximum de 
vraisemblance, également implémentée dans le logiciel Mega v.6. Les arbres ont ainsi été 
construits selon le modèle évolutif Tamura-Nei, et leur robustesse testée grâce à 1000 
itérations, ou bootstrap (Felsenstein, 1985). Le plus souvent, les méthodes de 
reconstruction phylogénétique aboutissent à des arbres non enracinés. La racine des arbres 
a donc été placée selon l’étude  réalisée en 2013 par Michaud et al. 





1. Evaluation du papier filtre comme support de prélèvement pour le diagnostic 
L’évaluation du papier filtre comme support de prélèvement a été réalisée à partir 
des échantillons artificiellement reconstitués et des échantillons naturels prélevés sur des 
animaux lors des infections expérimentales. 
1.1. Influence de la taille du fragment de papier buvard 
L’impact de la taille des fragments de papier buvard utilisés lors de la détection 
moléculaire du virus PPA sur la performance du papier Whatman 3MM comme support de 
prélèvement pour le diagnostic a été mesuré. Des bandelettes de papier buvard ont été 
imbibées de sang complet de porc contenant 105,8 HAD50/ml de la souche virale E70 
(génotype 1). Par PCR conventionnelle, le fragment de 346 pb du gène cible B646L a été 
amplifié et visualisé après migration électrophorétique pour des tailles de papier buvard 
allant de 0,3 à 5 mm² (Figure 19). En ce qui concerne le diagnostic moléculaire par PCR 
UPL en temps réel, le virus a été détecté jusqu’au fragment de papier buvard de 6,25 mm². 
Pour la suite des tests, la taille des papiers buvards utilisée a été de 2,5 mm². 
 
 
Figure 19 :  Amplification d’un fragment de 346 pb du gène B646L par PCR conventionnelle : impact 
de la taille du fragment de papier buvard utilisé sur la détection moléculaire. La taille des 
fragments permettant la détection est comprise entre 0,3 et 5 mm². T+(1) : témoin positif 
ADN viral ;T+(2) : témoin positif FP ; T- : témoin négatif eau ; M : marqueur de poids 
moléculaire 100 pb. 
 
0,3a 0,6     1,25       1.9      2,5       3,2     3,75    4,16   5   6,25                  T+(1)      T+(2)       T-     M  
346bp 





1.2.1. Limite de détection 
Les limites de détection du virus PPA ont été déterminées pour chaque type de test 
employé pour le diagnostic. Ainsi, des PCR conventionnelles et UPL temps réel directes 
ainsi que des isolements viraux ont été réalisés à partir d’échantillons reconstitués 
composés de sang contenant de 3x104,8 à 1x102,8 HAD50/ml de la souche E70, et de 
bandelettes imbibées de ces dilutions. L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau 
3. Quel que soit le test et le support de prélèvement employés, la détection minimale du 
virus PPA a été possible jusqu’à un titre d’au moins 1x102,8 HAD50. La détection à partir 
d’ADN extrait du sang complet montre cependant une meilleure sensibilité, avec une 
amplification réalisée jusqu’au titre de 3x101,8 HAD50. 
 
Tableau 3 : Comparaison de la sensibilité de détection du virus PPA à partir de papier filtre 3MM et 


















3x104,8 + 29,8a + + 27,51 
1x104,8 + 32,7 + + 29,55 
3x103,8 + 34,9 + + 31,48 
1x103,8 + 39,4 + + 34,89 
3x102,8 + 39,9 + + 37,28 
1x102,8 + 41,4 + + 38,90 
3x101,8 - No Ct - + 40,56 
 
aCycle threshold value (Ct value) 
+ = positif 










1.2.2. Impact du support de prélèvement 
Du sang prélevé sur anticoagulant ou séché sur papier buvard 3MM au cours des 
études expérimentales a été utilisé pour comparer l’impact du support de prélèvement sur 
la détectabilité du virus PPA. Les figures 19 et 20 montrent les résultats des PCR 
conventionnelles réalisées à partir d’ADN extrait de sang total (Figure 19) et des fragments 
de papier buvard appariés (Figure 20). La détection moléculaire du virus est matérialisée 
par l’observation de bandes d’ADN amplifié respectivement de 478 pb et de 346 pb. Même 
si l’intensité des bandes obtenues est plus importante lorsque l’amplification a été réalisée 
à partir d’ADN extrait de sang complet, la détection du virus dans le sang a été possible 
avec les deux supports de prélèvement. Les figures 20 et 21 illustrent l’amplification de 
seulement trois échantillons, mais l’ensemble des échantillons a été soumis aux deux PCR. 
 
Figure 20 :  Visualisation des fragments de 478 pb du gène B646L amplifiés entre le couple d’amorces 
VP72-d et VP72-U à partir d’ADN extrait de sang total (migration électrophorétique dans 
un gel d’agarose 1,5% en TAE 1X) . Prélèvements réalisés à l’ANSES à J45 post infection : 
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Figure 21 : Visualisation des fragments de 346 pb du gène B646L amplifiés entre le couple d’amorces 
VP72sens /VP72rev à partir de fragment de papier buvard imbibé de sang (migration 
électrophorétique dans un gel d’agarose 1,5% en TAE 1X), prélèvements réalisés à 
l’ANSES à J45 post infection : n° 1 :110 ; 2 :135 ; 3 :157. T- : témoin négatif ; T+ : témoin 




Le potentiel du papier filtre 3MM comme support de prélèvement de sang pour la 
détection des anticorps dirigés contre le virus PPA a été évalué à partir de 46 prélèvements 
réalisés au cours d’infections expérimentales. Les résultats des tests ELISA effectués à 
partir des papiers filtres imprégnés de sang ont été comparés à ceux obtenus à partir des 
prélèvements de sérums correspondants. Les sérologies effectuées à partir de sang élué du 
support buvard ont permis de détecter les anticorps dirigés contre le virus PPA pour 15 
échantillons, contre 16 lorsque du sérum a été utilisé (Tableau 4). L’ensemble des 
échantillons pour lesquels des anticorps ont été détectés correspondent aux animaux ayant 
été inoculés avec une souche virale vaccinale. La sensibilité du test a donc été de 93,7% 
[IC95 : 85% à 99%] à partir de papier buvard par rapport au sérum, pour une spécificité de 
100%. La valeur prédictive négative (VPN) est donc de 96,8% [IC95 : 93% à 100%] et la 
valeur prédictive positive (VPP) de 100%. Le test Kappa réalisé à l’aide de ces résultats 
produit un coefficient égal à 0,95, soit une concordance proche de l’absolu entre les deux 
méthodes de prélèvement. 
 
        1  2          3    T+         MP        T- 
346 pb 




Tableau 4 : Détection d’anticorps dirigés contre le virus PPA : comparaison des résultats de sérologie 
obtenus à partir de sang séché sur  papier buvard et à partir de sérum. IC95 : intervalle de confiance à 95%. 
VPP : valeur prédictive positive. VPN : valeur prédictive négative. Kappa : concordance des résultats 




Positifs  Négatifs Total 
Papier filtre 3MM 
Positifs 15 0 15 
Négatifs 1 30 31 





















[83.8 – 99.4] 








2. Analyse des prélèvements provenant des infections expérimentales: 
La détection du virus PPA dans les échantillons provenant des différentes 
expérimentions animales a été réalisée de façon directe par PCR conventionnelle et en 
temps réel, par isolement, ou de façon indirecte par sérologie (cf. supra). 
 
2.1. Expérimentation animale réalisée au CISA 
Cette expérimentation animale, effectuée au CISA sur six porcs inoculés avec la 
souche virale Armenia 2007 (génotype 2), nous a permis non seulement de comparer  la 
détectabilité par PCR du virus PPA à partir de sang complet et de sang imprégné sur papier 
buvard 3MM, mais également de comparer la performance du papier 3MM comme support 
de prélèvement face à un autre papier buvard, le papier FTA, spécifiquement conçu pour la 
conservation et la détection des acides nucléiques à partir de sang complet. La performance 
de ces trois supports de prélèvement, synthétisée dans le tableau 5, a été réalisée par PCR 
conventionnelle et montre une sensibilité égale. Par suite, la comparaison des PCR temps 
réel UPL et Taqman a été réalisée seulement à partir du papier buvard 3MM (Tableau 6).  
A J0, le jour de l’épreuve infectieuse, tous les prélèvements sont négatifs. Par la 
suite et ce, quel que soit le mode de prélèvement (papier buvard 3MM, papier FTA et sang 
complet sur tube EDTA), le virus a été détecté par PCR conventionnelle (directe pour le 
papier 3MM, sur ADN extrait pour le sang total ou éluat pour le papier FTA) chez les 
porcs infectés avec 10 HAD50 de la souche Arm07 (C1, C2, C3 et C4) à partir de J5 post-
infection, et jusqu’à J9 pour le porc C1. Aucun prélèvement n’a été réalisé à J9 pour les 
porcs C2, C3 et C4 ni à J12 pour le porc C1 car l’évolution de la clinique de la maladie 
chez ces animaux a conduit à une euthanasie pour raison d’éthique. En ce qui concerne les 
porcs « contacts », le virus a été détecté à partir de J9 pour le porc C5 et à J12 pour le porc 
C6, impliquant que le virus a été excrété par les 4 porcs inoculés au cours du 









Tableau 5 :  Comparaison des résultats de la détection moléculaire du virus PPA par PCR 




J0  J5  J9  J12 
Sang FTA 3MM  Sang FTA 3MM  Sang FTA 3MM  Sang FTA 3MM 
C1 neg neg neg  pos pos pos  pos pos pos  - - - 
C2 neg neg neg  pos pos pos  - - -  - - - 
C3 neg neg neg  pos pos pos  - - -  - - - 
C4 neg neg neg  pos pos pos  - - -  - - - 
C5 neg neg neg  neg neg neg  pos pos pos  pos pos pos 
C6 neg neg neg  neg neg neg  neg neg neg  pos pos pos 
 
- : échantillons manquants suite à l’euthanasie des animaux pour raison d’éthique 
La comparaison des PCR temps réel « Taqman » et « UPL » a montré une 
sensibilité supérieure pour cette dernière lorsqu’il agit de détecter une souche virale 
appartenant au génotype 1. En effet, la PCR temps réel « UPL » détecte le virus chez le 
porc C3 dès J5 post-infection alors que la PCR King ne le détecte pas. De la même 
manière, à J9 post infection, les porcs contacts ne sont détectés qu’avec la PCR « UPL » 
(Tableau 6). 





J0  J5  J9  J12 
TaqMan  UPL  TaqMan  UPL  TaqMan  UPL  TaqMan  UPL 
 3MM  3MM   3MM  3MM   3MM  3MM   3MM  3MM 
C1 No Ct  No Ct   29,31  24,57   15,87  22,09   -  - 
C2 No Ct  No Ct   23,01  27,56   -  -   -  - 
C3 No Ct  No Ct   No Ct  24,60   -  -   -  - 
C4 No Ct  No Ct   30,82  27,55   -  -   -  - 
C5 No Ct  No Ct   No Ct  No Ct   No Ct  40,45   No Ct  24,42 
C6 No Ct  No Ct   No Ct  No Ct   No Ct  39,68   33,00  26,99 
 
Ct : Threshold cycle (Cycle de seuil) 










2.2. Expérimentation animale effectuée au CReSA : 
Une comparaison de sensibilité entre les deux méthodes d’amplification par PCR 
en temps réel a également été réalisée à partir des prélèvements effectués au cours de cette 
étude expérimentale, dans laquelle 6 porcs ont été infectés, 3 avec la souche virale Ben97/1 
et 3 autres avec la souche E75, c’est-à-dire deux souches appartenant au génotype 1 viral. 
Les PCR ont été réalisées à partir de sang prélevé sur papier buvard 3MM et à partir 
d’ADN extrait de sang total prélevé sur tube EDTA. Les résultats sont représentés dans les 
tableaux 7 et 8. Quel que soit le support de prélèvement, l’ADN viral a été détecté très 
précocement dans le sang. En effet, l’ADN viral a été détecté grâce à la PCR « UPL » dès 
J1 post infection chez un porc sur trois à partir de sang complet prélevé sur tube EDTA 
(porc n° 3697) ou de sang séché sur papier 3MM (porc n° 3703) lorsque l’épreuve 
infectieuse avait été réalisée avec la souche Ben97/1. La PCR « Taqman » n’a quant à elle 
pas permis cette détection à partir des deux supports de prélèvement. A J2 post infection, la 
PCR « UPL » détecte le virus dans le sang complet chez 2 animaux sur 3 et chez les trois 
animaux lorsque le sang est séché sur du papier buvard tandis que la PCR « Taqman » ne 
le détecte que dans le sang complet et pour un seul animal sur 3. Enfin, à J4 post infection 
le virus est systématiquement détecté avec la PCR « UPL » alors qu’il n’est détecté que 
chez 2 animaux sur 3 dans le sang complet et 1 animal sur 3 dans le sang séché avec la 
PCR « Taqman ». 
Dans le cadre de l’expérimentation utilisant la souche E75 lors de l’épreuve 
infectieuse, dès J3 post infection, le virus est détecté chez les 3 animaux avec la PCR 
« UPL » pour les deux modes de prélèvement alors qu’il ne l’est qu’à partir de J5 post 
infection avec la PCR « Taqman » chez 2 animaux sur 3 dans le sang complet et chez les 3 
animaux dans le sang séché.  
Là encore, la PCR « UPL » s’est montrée plus sensible quel que soit le mode de 
prélèvement pour la détection de souches virales appartenant au génotype I. 
  




Tableau 7 :  Résultats de la détection du virus PPA par PCR en temps réel (TaqMan et UPL) à partir des prélèvements de sang et de buvards 3MM imbibé de sang 





























3694  No Ct No Ct 
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No Ct 23,34 
3697  No Ct 39,19 
 




No Ct 33,45 
 
No Ct 28,00 
 
No Ct 21,26 
3703  No Ct No Ct 
 
No Ct 40,48 
 
No Ct 32,36 
 






Tableau 8 :  Résultats de la détection du virus PPA par PCR en temps réel (TaqMan et UPL) à partir des prélèvements de sang et de buvards 3MM imbibé par sang 








































1503  No Ct 32,35 
 
No Ct 28,78 
 











1702  No Ct 34,58 
 













1747  No Ct 36,00 
 

















2.3. Expérimentations animales réalisées à l’ANSES 
Tout comme l’expérimentation effectuée au CReSA, cette expérimentation a été 
réalisée avec des virus appartenant au génotype 1, en inoculant d’abord aux porcs la 
souche atténuée « vaccinale » OURT88/3 suivie de deux épreuves infectieuses 
successives avec les souches virulentes OURT88/1 (directement liée à la souche 
vaccinale) et Ben97/1. Les résultats des PCR temps réel « UPL » et « Taqman » en 
comparaison avec la PCR conventionnelle directe sont consignés dans le tableau 9. 
Suite à l’inoculation de la souche vaccinale, l’ADN viral n’a été détecté chez aucun des 
animaux, quelle que soit la méthode de diagnostic utilisée. Il en a été de même suite à 
l’inoculation de la souche qui lui est liée. En revanche, trois jours après l’infection par 
la souche Ben97/1, plus éloignée des deux autres bien qu’appartenant au même 
génotype, l’ADN viral a été détecté chez tous les animaux avec deux techniques sur 
trois, à savoir la PCR conventionnelle directe et la PCR temps réel UPL. La PCR temps 
réel « Taqman » n’a quant à elle jamais permis de détecter l’ADN viral, quel que soit le 
jour de prélèvement. Une semaine après la seconde épreuve infectieuse, l’ADN viral 
n’est à nouveau plus détectable quelle que soit la méthode utilisée. Les animaux ne sont 
donc plus virémiques. 
 
Les résultats obtenus à partir des prélèvements effectués lors de la seconde 
expérimentation réalisée à l’ANSES (visant à déterminer le potentiel d’immunisation de 
peptide en comparaison de souches virales « vaccinales ») sont représentés dans le 
tableau 10. Ils comparent la détection moléculaire du virus PPA dans le sang selon le 
mode de prélèvement – sang total ou papier filtre – et selon la méthode d’amplification 
– PCR Taqman (King) et UPL. Ainsi, suite à l’inoculation vaccinale de peptide ou de 
souches virales et avant l’épreuve infectieuse de J28 tous les échantillons sont négatifs. 
A J35, c'est-à-dire à 7 jours après l’épreuve infectieuse, la détection du virus dans 
l’ADN extrait de sang complet est semblable avec les deux méthodes. En revanche, la 
détection directe dans du sang séché sur papier filtre est supérieure lorsqu’elle est 
réalisée avec la PCR UPL. Le même phénomène a été constaté lors de l’analyse des 
prélèvements réalisés à J42. 
  




Tableau 9 : Résultats de la détection moléculaire du virus PPA à partir de sang séché sur papier filtre 3MM par PCR (conventionnelle directe, Taqman et UPL) chez les 
porcs  après la « vaccination » par la souche OURT88/3 et épreuves infectieuses avec les souches OURT88/1 et Benin 97/1. Les prélèvements manquants à J49 sont la 
conséquence de la mort des animaux suivant la seconde épreuve infectieuse. Pour la lisibilité de ce tableau, les résultats de détection à partir de sang complet ne sont pas 
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TaqMan UPL PCR 
conv 






110 - - - - - - + - + 
 
- - - 
135 - - - - - - + - + 
 
   
157 - - - - - - + - + 
 
   
346 - - - - - - + - + 
 
   
426 - - - - - - + - + 
 
- - - 
453 - - - - - - + - + 
 
   
 
PCR Conv : PCR conventionnelle 
  




Tableau 10 :  Expérimentation animale n°2 réalisée à l’ANSES : comparaison de la détection moléculaire du virus PPA à partir d’ADN extrait de sang total ou à partir 
de sang séché sur papier filtre au moyen des PCRTaqman King et UPL. Les échantillons manquant à J42 post épreuve infectieuse font suite à l’euthanasie 
des animaux pour raison éthique. La PCR UPL montre une meilleure sensibilité de détection lorsque la détection est réalisée à partir de sang séché sur 
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No ct 40,21 
3950   No Ct No Ct   No Ct No Ct   29,77 30,01   No Ct 40,09             
 
 




2.4. Bilan de la détection du virus à partir des prélèvements réalisés lors des 
études expérimentales 
L’ensemble des résultats visant à déterminer le potentiel du papier buvard 3MM 
comme support de prélèvement pour le diagnostic permettant la détection du virus PPA 
dans le sang est synthétisé dans le tableau 11. Au total, la détection moléculaire du virus 
(par PCR conventionnelle directe, PCR temps réel « Taqman » et « UPL ») a été 
réalisée à partir de 237 prélèvements, la détection des anticorps dirigés contre la 
protéine virale VP72 dans 46 prélèvements et la mise en évidence du virus vivant par 
isolement dans 157 prélèvements. 
La PCR conventionnelle a montré une sensibilité de 78,3% [IC95, 68,4% - 
88,2%] avec la détection de 54 échantillons positifs sur 69 supposément positifs. La 
détection de l’ADN viral par PCR temps réel a montré quant à elle une sensibilité de 
95,7% [IC95, 90,8% - 100%] avec la PCR « UPL » (66 échantillons positifs détectés) 
quand la PCR « Taqman » ne montrait qu’une sensibilité de 65,2% [IC95, 53,7% - 
76,7%] (45 échantillons détectés). La spécificité a été de 100% quel que soit le test 
utilisé, avec une valeur prédictive positive égale elle aussi à 100%. Cependant, des 
échantillons supposés positifs n’ont pas été détectés, aussi les valeurs prédictives 
négatives sont respectivement de 87,5%, 91,8% et 98,2% (avec des kappa de 0,72, 0,90 
et 0,96) pour les PCR temps réel Taqman, conventionnelle direct, et « UPL » temps 
réel. 
Enfin, tous les prélèvements dans lesquels l’ADN viral a été détecté ont pu être 
confirmés par isolement viral sur culture de macrophages alvéolaires de porcs. 
 
 




Tableau 11 : Tableau récapitulatif des résultats de détection du virus PPA à partir des prélèvements effectués lors des différentes  expérimentions animales. Les PCR 
conventionnelles directes, temps réel « Taqman » et « UPL » ont été réalisée à partir de 237 prélèvements, la détection des anticorps dirigés contre la 
protéine virale VP72 dans 46 prélèvements (dont 16 supposément positifs selon le protocole expérimental), et la mise en évidence du virus vivant par 
isolement à partir de 157 prélèvements 
Test 3MM Sérologie PCR conventionnelle  Taqman PCR temps réel UPL PCR temps réel Isolement viral 
Etat des porcs Détecté Non Détecté Détecté Non détecté Détecté Non détecté Détecté Non détecté Détecté Non détecté 
Positif  
 
15 1 54 15 45 24 66 3 66 3 
Négatif  0 30 0 168 0 168 0 168 0 88 
Sensibilité 
93,7% 78.3% 65,2% 95,7% 95,7% 
[IC95, 71.7–98.9%] [IC95, 68,4% - 88,2%] [IC95, 53,7% - 76,7%] [IC95, 90,8% - 100%] [IC95, 90,8% - 100%] 
Spécificité 100% 100% 100% 100% 100% 
[IC95, 88.6–100%] [IC95, 99% - 100%] [IC95, 99,7% - 100%] [IC95, 99,7% - 100%] [IC95, 99,4% - 100%] 
Valeur prédictive 
positive 
100% 100% 100% 100% 100% 
[IC95,CI, 79.6–100%] [IC95, 99,1% - 100%] [IC95, 98,9% - 100%] [IC95, 99,2% - 100%] [IC95, 99,2% - 100%] 
Valeur prédictive 
négative 
96,8% 91,8% 87,5% 98,2% 100% 
[IC95, 83.8–99.4%] [IC95, 87,7% - 95,9%] [IC95, 82,7% - 92,3%] [IC95, 96,1% - 100%] [IC95, 92,9% - 100%] 











3. Analyse des échantillons « terrains » 
3.1. Echantillons provenant de Madagascar 
3.1.1. Détermination de la séroprévalence du virus PPA à 
Madagascar par ELISA 
 
La prévalence de la PPA à Madagascar a été estimée par l’analyse de 567 sérums de 
porc domestique (30 en 2008 et 537 en 2009) prélevés dans des élevages et des 
abattoirs. La détection des anticorps dirigés contre le virus PPA a été réalisée au moyen 
d’un test ELISA de compétition (Tableau 12). Sur l’ensemble des animaux testés, des 
anticorps ont été détectés chez un seul animal, prélevé en 2009 dans un élevage situé à 
Beravina dans la région de Matsiatra Ambony (Figure 21). La séroprévalence observée 
a donc été de 0,17%. 
 
Tableau 12 : Résultats sérologiques effectués chez les sérums de porcs collectés en 2008 - 2009 
Prélèvements Négatif Positif Total % [IC à 95%]* 
Abattoirs 145 0 145 0 
Elevages 421 1 422 0,23 
Total 566 1 567 0,17 
* [IC95] : Intervalle de confiance à 95% 
 





Figure 22 : Communes où les prélèvements de sérum ont été effectués en 2008 et 2009 et présentant 
l’échantillon séropositif 
 
3.1.2. Détection moléculaire du virus PPA 
La détection moléculaire du virus PPA a été réalisée par amplification génique 
conventionnelle ou temps réel d’un fragment du gène conservé B646L à partir d’ADN 
extrait d’organe. 
Sur les 166 échantillons analysés, l’ADN viral a été détecté par PCR 
conventionnelle chez 28 d’entre eux, soit une prévalence virologique de 17,8% [IC95 : 
10,26% à 25,66%]. La localisation des prélèvements positifs est indiquée sur la figure 
27. 
Parmi ces 166 organes, 91 collectés à l’abattoir ont eu des papiers buvards 3MM 
correspondants. Pour observer l’impact du vieillissement sur la qualité de détection à 
partir du support de prélèvement buvard, la détection moléculaire par PCR 
conventionnelle a été réalisée à partir de l’ADN extrait d’organe et du sang séché sitôt 
après prélèvement. Après 9 mois de conservation à température ambiante, les résultats 
se sont avérés identiques, avec la détection de 14 animaux positifs.  






Figure 23 : Communes dans lesquelles ont été effectués les prélèvements d’organe et de sang séchés 
sur papier filtre 3MM de 2008 à 2010, et résultats de détection du virus PPA 
 
Une analyse comparant la détection par PCR conventionnelle et temps réel 
« King » et « UPL » a également été réalisée à partir de ces prélèvements appariés 
(Tableau 22). Elle a montré respectivement une sensibilité de 87.5% [IC95 : 70.9–
100%], 75% [IC95 :53.3–96.7%] et 93,8% [IC95 : 81.7–100%],avec une spécificité de 
100% pour les deux PCR. Les VPP ont été de 100% et les VPN associées ont été 
respectivement de 97.4% [IC95 : 93.8–100%], 94.9% [IC95 : 87.6–98%] et de 99,76% 
[IC95 : 99.4–100%]. 
 
 




Tableau 13 : comparaison des PCR conventionnelle et temps réel UPL et King réalisées à partir de 
sang séché sur du papier buvard 3MM et d’ADN extrait de rate de porc prélevés à 
Madagascar en 2009. 
3MM 
Rate 
PCR Conventionnelle  TaqMan PCR  UPL PCR 
Animal Positif Négatif  Positif Négatif  Positif Négatif 




0 75  0 75 
 
0 75 
Sensibilité 87.5% [IC 95%, 70.9–100]  75% [IC 95%, 53.3–96.7] 
 
93,75% [IC 95%, 81.7–100] 
Spécificité 100% [IC 95%, 99.1–100]  100% [IC 95%, 95.1–100] 
 
100% [IC 95%, 99.2–100] 
VPP 100% [IC 95%, 78.5–100]  100% [IC 95%, 80.6–100] 
 
100% [IC 95%, 80.6–100] 
VPN 97.4% [IC 95%, 93.8–100]  94.9% [IC 95%, 87.6–98] 
 
99,76% [IC 95%, 99.4–100] 




3.2. Analyse des prélèvements provenant de Côte d'Ivoire 
3.2.1. Détection moléculaire de l’ADN du virus PPA 
 
La PCR temps réel « UPL » a été appliquée à l’ensemble des échantillons de 
sang séché sur papier 3MM prélevés en Côte d’Ivoire. L’ADN du virus PPA n’a été 
détecté dans aucun des 346 prélèvements testés. Là encore, la spécificité de la méthode 
de détection s’est donc avérée être de 100%. 
 
  




4. Caractérisation moléculaire des souches malgaches 
Parmi les 28 prélèvements dans lesquels l’ADN du virus PPA a été détecté, 19 
isolats viraux ont été caractérisés par l’analyse phylogénétique de trois gènes ou 
fragment de gène : 399 nt dans la partie 3’ terminale du gène B646L (capside virale), et 
les séquences complètes des gènes KP177R et CP204L (protéines d’enveloppe p22 et 
p32), respectivement de 525 à 534 nt et de 585 à 615 nt. Dans ces analyses, 346 isolats 
(dont 15 malgaches) ont été utilisés pour étudier le gène B646L, 37 isolats (dont 14 
malgaches) pour le gène KP177R et 140 séquences (dont 7 malgaches) pour le gène 
CP204L (Tableau 14, annexe 3). Les analyses ont été réalisées par la méthode du 
maximum de vraisemblance. 
 
4.1. Analyse des séquences partielles du gène B646L qui code pour la 
protéine capsidiale VP72 
Le fragment du gène B646L que nous avons utilisé est à l’origine de la 
classification des isolats de PPA en 22 génotypes. Pour cette analyse, 15 souches de 
Madagascar collectées à différentes périodes et en différents lieux ont été alignées avec 
des séquences téléchargées du site public GenBank et provenant d’isolats européens, 
sud-américains et caribéens, et ouest-, sud- et est-africains. Les séquences doublons ont 
été par la suite retirées de l’analyse et l’arbre phylogénétique représenté dans la figure 
24 n’a été construit qu’à l’aide des isolats dont les séquences présentaient de la 
diversité. Au total, l’arbre phylogénétique a été généré suite à l’analyse de 91 isolats. 
L’analyse de l’alignement a montré 68 sites polymorphiques dont 19 
transversions et 49 transitions. Ces substitutions nucléotidiques étaient pour la plupart 
synonymes, n’entrainant que la modification de 11 acides aminés sur les 134 que 
compte la portion de la protéine VP72 correspondant à la zone séquencée, soit 10,4% 
d’acides aminés modifiés sur l’ensemble des isolats. Comme attendu, les isolats 
malgaches (dont les séquences montrent 100% d’homologie entre elles sur un pas de 
temps de 13 ans) sont situés au sein du génotype II viral. 
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Figure 24 : Arbre phylogénétique construit en maximum de vraisemblance avec le modèle TN93 et décrivant 
les relations entre 91 isolats de virus PPA en provenance d’Afrique, d’Europe, d’Amérique du sud et des 
Caraïbes en ce qui concerne le gène B646L (capside virale). Les 22 génotypes sont représentés. Les 
séquences malgaches (colorées dans la figure, la couleur rouge correspondant aux séquences générées au 
cours de cette étude) sont situées au sein du génotype II. Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 50 sont 
indiquées en face du nœud correspondant. L’échelle représente la quantité de diversité entre les isolats au 
sein de l’arbre. 




4.2. Analyse des séquences du gène KP177R 
L’amplification du gène KP177R entre les amorces spécifiques a généré un 
fragment d’environ 650 pb, soit le cadre de lecture complet du gène. L’alignement 
multiple a été réalisé à partir de fragment de 525 à 534 nucléotides. Au final, ce sont 37 
séquences nucléotidiques qui ont été alignées, dont 14 isolats malgaches. 
Les séquences nucléotidiques de 10 isolats viraux de Madagascar, à savoir 
Tsididy08, Ankavandra08, Ambositra09, Namahora09, Ambalanomby09, 
Morondava09, Fierenana09, Ampasambazimba09, Antsimondrano10, Avaradrano10 
sont identiques entre elles. En revanche, des substitutions ont été constatées entre les 
séquences des isolats Ambatondrazaka09 (T122 en C), Ambamala10 (A144 en G), 
Masindray10 (T226 en C et T267 en C) et Gara08 (G547 en A). Parmi ces 5 substitutions, 
toutes des transitions, 3 sont non-synonymes et 2 sont synonymes. Les isolats 
malgaches montrent donc une homologie de 99,10% à 100% au niveau nucléotidique et 
de 98,38% à 100% au niveau peptidique. 
L’alignement des isolats malgaches avec les souches ouest africaines et 
européennes a montré 21 substitutions nucléotidiques touchant 9 codons pour le groupe 
européen et conduisant à 6% de modification de l’acide aminé correspondant. 
Les souches sud- et est-africaines sont par contre plus hétérogènes entre elles. 
Leur comparaison avec les souches malgaches montre 55 variations nucléotidiques 
positionnées sur 25 codons. Parmi elles, 14,28% conduisent à une modification de 
l’acide aminé traduit. Cependant, l’ajout de la souche Malawi Lil20/1 à l’alignement 
montre alors 83 variations nucléotidiques et 44 modifications d’acides aminés sur les 
175 que compte le fragment étudié, soit 25,14%. Sur ces 83 mutations, 23 sont des 
transversions et 60 des transitions. 
L’arbre construit à partir de ces séquences nucléotidiques distingue 4 groupes 
(Figure 24). Le premier est constitué d’isolats du génotype I, le second d’isolats 
malgaches et de la souche circulant en Europe de l’est et du nord, c’est-à-dire le 
génotype II, les groupes 3 et 4 étant composés de souches circulant en Afrique de l’est 
et du sud. 
 








Figure 25 : Arbre phylogénétique (Maximum de vraisemblance) enraciné donnant les relations 
entre les gènes KP177R (p22) du virus PPA en provenance de Madagascar comparé 
avec ceux des banques d’Afrique et d’Europe. Les valeurs des bootstraps >50% 
figurées en face du nœud correspondant ont été calculées après 1000 répétitions. 
L’échelle indique l’éloignement des isolats dans la matrice de distance. Les souches 

















































4.3. Analyse du gène CP204L 
L’amplification du fragment de gène codant pour la protéine p30/32 a généré un 
fragment de 743 pb, soit le cadre de lecture complet du gène. Les alignements multiples 
des séquences nucléotidiques ont été effectués par la suite et ont porté sur des séquences 
de 585 à 615 pb selon les souches. Les séquences peptidiques déduites ont donc une 
taille comprise entre 195 et 205 acides aminés. 
Parmi les 61 séquences nucléotidiques alignées, les séquences de 7 nouveaux 
isolats malgaches (Gara08, Tsididy08, Antsirabe09, Ambositra09, Fianarantsoa09, 
Ambamala10 et Talatavolonondry10) ont été générées au cours de cette étude. Les 
autres séquences proviennent du site public Genbank. 
L’alignement des séquences de 6 des nouvelles souches malgaches générées montre une 
variation portant sur seulement 5 nucléotides et se traduisant par le changement de 3 
acides aminés. La souche Fianarantsoa09 montre quant à elle davantage de variation 
avec 20 substitutions nucléotidiques supplémentaires. Lorsque ces nouvelles séquences 
et les plus anciennes sont comparées, 35 substitutions nucléotidiques pour 22 acides 
aminés sont constatées.Ces 35 sites de polymorphiques correspondent à 17 transitions et 
18 transversions qui donnent lieu à 27 substitutions non-synonymes et 8 synonymes 
dans la protéine traduite, soit une homologie de 99,4% à 100% pour les séquences 
nucléotidiques et de 98,4 à 100% pour les protéines traduites. 
La comparaison des séquences nucléotidiques et protéiques des isolats 
malgaches avec celles des isolats ouest africains et européens a montré respectivement 
des substitutions portant sur 51 sites nucléotidiques correspondant à 26 acides aminés et 
entrainant la modification de 13,8% d’entre eux. Les souches appartenant aux génotypes 
IX et X (Ken08WH/5, Ken05/Tk1 et Ken50) ont montré davantage de diversité, avec 90 
substitutions nucléotidiques, dont 36 transversions et 54 transitions. Si 28 d’entre elles 
sont synonymes, 41 induisent un changement de l’acide aminé traduit sur les 195 que 
compte la séquence, soit une variation de 15,4% sur le plan nucléotidique et de 21% sur 
le plan protéique. 
Dans l’arbre phylogénétique déduit, les isolats malgaches se placent au sein du 
génotype II composé d’autres souches virales provenant de l’est de l’Afrique, 
principalement du Mozambique, et d’Europe de l’est. Si les génotypes I et II montrent 




peu de diversité, les autres clades, sont plus hétérogènes, et correspondent à des isolats 
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Figure 26 : Arbre phylogénétique (Maximum de vraisemblance) enraciné donnant les relations entre les gènes 
CP204L (p30) du virus PPA montrant les souches malgaches au sein des 22 génotypes en 
provenance d’Afrique et d’Europe. Les valeurs des bootstraps >50% figurées en face du nœud 
correspondant ont été calculées après 1000 répétitions. L’échelle indique l’éloignement des isolats 
dans la matrice de distance. Les souches malgaches sont colorées en rouge (cette étude) et bleue 






















1. Validation des techniques de détection de la PPA en utilisant le papier buvard 
Whatman 3MM 
Le virus de la peste porcine africaine est responsable d’une maladie très grave et 
engendre une perte considérable aux éleveurs et aux pays qu’elle infecte. Par ailleurs, il 
n’existe pas de vaccin ni de traitement contre cette maladie. La PPA est alors contrôlée 
par des mesures de biosécurité basées sur l’épidémiologie pour gérer le risque 
d’introduction et de dissémination de la maladie. Cette mesure est coûteuse et peut nuire 
au programme de contrôle et d’éradication de la peste porcine africaine surtout dans des 
pays en voie de développement. 
Dans ce contexte, l’utilisation d’un outil de diagnostic efficace et peu coûteux est 
essentielle. L’emploi du papier buvard Whatman 3MM est l’un des outils avancé dans 
cette étude. 
Le papier buvard imbibé de sang peut être très intéressant pour prélever et 
conserver des matières biologiques lorsque l’accès à la chaîne de froid est difficile 
surtout en Afrique où les conditions climatiques ne sont pas maîtrisables (Michaud 
et al., 2007). Récemment, cette méthode a été appliquée pour diagnostiquer 
plusieurs maladies (Pitcovski et al., 1999; Vilcek et al., 2001; Uttenthal et al., 2013). 
Elle est aussi décrite comme une alternative possible pour stocker un échantillon 
humain et animal pour une étude sérologique (Behets et al., 1992;   De Swart et al.,  
2001; Helfand et al., 2001;    Riddell et al., 2003;  Johannessen et al., 2009;   Joseph 
and Melrose, 2010). Cette méthode a trouvé aussi un succès lors des conservations 
des matériels biologiques suivies par la détection des acides nucléiques par PCR 
(Steiger et al., 1992; De Swart et al., 2001; Abdelwhab et al., 2011). Tout 
récemment, le papier buvard a été utilisé pour un isolement viral (Abdelwhab et al., 
2011). Durant ces études, deux types de papier filtre ont été utilisés. L’une a été 
conçue spécialement pour la préparation et la préservation des acides nucléiques : ce 
papier buvard contient des matrices qui aident à lyser les cellules, à dénaturer les 
protéines et à protéger les acides nucléiques par les nucléases. Le papier Whatman 
FTA card est classé parmi cette catégorie de papier buvard. Lors de son utilisation, 
une extraction d’ADN est nécessaire avant de poursuivre l’amplification génique 
afin de détecter la maladie. Contrairement à cela, d’autres papiers buvards comme le 





infectieux des virus. Un autre avantage de cette catégorie de papier buvard est qu’il ne 
contient pas d’inhibiteurs de PCR, ainsi on peut les utiliser sans passer par des étapes 
d’extraction comme l’a démontré Michaud et al., (2007). 
Basée sur ces informations, cette étude a été élaborée en utilisant le papier buvard 
Whatman 3MM pour évaluer sa performance de détection, de diagnostic et de 
conservation du virus de la peste porcine africaine. 
La détection de la PPA a été réalisée en utilisant d’une part la technique 
sérologique (ELISA anticorps directe) pour la détection d’anticorps. D’ailleurs, la 
recherche des anticorps anti-PPA est recommandée dans des formes subaiguës et 
chroniques et aussi particulièrement appropriée pour le suivi des programmes 
d’éradication de la maladie (Sanchez-Vizcaino et al., 1998).  
Des techniques virologiques (PCR et isolement viral) pour détecter la présence 
de virus PPA sur le papier buvard Whatman 3MM ont été standardisées. Ces techniques 
d’analyses sont fréquemment utilisées pour des matériels biologiques standards. 
De plus, des comparaisons des techniques de détection de la présence de virus 
ont été appréciées afin d’évaluer l’efficacité du papier buvard utilisé. 
Tout d’abord, une évaluation du papier buvard 3MM comme support de 
prélèvement afin de diagnostiquer la PPA a été effectuée. Le papier buvard a été imbibé 
avec du sang de porc puis séché à température ambiante. Une fois séché, le papier 
buvard est prêt à être utilisé pour plusieurs types d’analyse. 
Dans cette étude, les performances des papiers filtres Whatman 3MM pour la 
collecte et le stockage des échantillons de sang pendant de longues périodes à 
température ambiante (> 22°C) ont été étudiées sur des procédures de diagnostic 
standard de la peste porcine africaine. Les virus de la PPA collectés sur papier buvard 
Whatman 3MM dans des abattoirs de Madagascar ont été stockés à température 
ambiante (22 – 25°C) pendant 9 mois sans trop de diminution de sensibilité. Les 
échantillons positifs sont restés positifs lors des analyses par PCR conventionnelle 






Par ailleurs, des essais de stabilité des virus collectés sur papier 3MM ont été 
effectués en les stockant à +4°C et à 37°C pendant 2 mois. Testés une fois par mois, les 
virus ont été détectés positifs sur UPL PCR temps réel. Il se peut que la haute 
température de conservation (37°C) n’a pas agi sur le virus stocké sur le papier buvard 
(Michaud et al., 2007; Uttenthal et al., 2013). 
Ensuite, nous avons effectué une mise au point en étudiant l’influence de la taille 
des fragments de papier buvard utilisé. 0,3 à 6,25 mm² de papier filtre imbibé de sang 
ont été utilisés directement dans un tube PCR sans extraction d’ADN. Le virus PPA a 
été détecté et le papier buvard Whatman 3MM est sensible jusqu’à 5mm² et 6,25 mm² 
respectivement par PCR conventionnelle et UPL PCR temps réel. Pour la suite des 
analyses PCR, une taille de 2mm² de papier buvard Whatman 3MM a été adoptée. 
Une comparaison de détection de la PPA par PCR conventionnelle dans du sang 
(Figure 19) et sur du papier filtre Whatman 3MM (Figure 20) a donné les mêmes 
résultats. Lors de la mise au point du test, les tests PCR conventionnelle directe et UPL 
ainsi que l’isolement viral ont été comparés. La limite de détection de la PPA sur papier 
buvard a été effectuée en utilisant une dilution de la souche qui nous a montré un 
résultat semblable. Par contre, une diminution de un log a été recensée lors de la 
comparaison des résultats sur papier buvard avec du sang correspondant. Cette 
diminution de sensibilité a été retrouvée par Braae et al (2013).  
Dans tous les cas, une spécificité très élevée a été observée avec les différents 
tests moléculaires évalués dans cette étude. En revanche, les sensibilités étaient plus 
variables. Ainsi, la première technique PCR en temps réel (King et al., 2003) mise en 
pratique pour la détection du virus de la PPA était moins sensible que les autres tests 
moléculaires avec une sensibilité de test de 65,2% [IC95 : 53,7–76,7%], ce qui indique 
que tout test PCR développé pour les matériaux biologiques conventionnels devrait être 
évalué à plusieurs reprises avant de passer par une utilisation de routine. 
Cependant, l'ADN viral a été détecté facilement en utilisant l’UPL PCR directe en 
temps réel sur des papiers filtres Whatman 3MM donnant une sensibilité de 95,7% 






La comparaison des deux techniques PCR temps réel King et UPL a été 
effectuée. La procédure UPL la plus récente a été nettement plus sensible que le test de 
référence conçu par King et al (2003) (Fernandez- Pinero et al., 2012). Cette différence 
n'a pas été seulement observée sur les papiers filtres mais aussi sur des organes ou des 
sangs correspondants. La sonde UPL est une sonde universelle commerciale associée à 
une amorce spécifique pour amplifier un fragment d'ADN codant pour la protéine 
VP72. Cette méthode pourrait être utilisée pour détecter différents génotypes de la PPA 
comme celle effectuée par Braae et al en 2013. 
L’UPL PCR (Fernandez et al., 2012) est moins chère que la méthode Taqman 
(King et al., 2003), alors assemblée avec la détection directe sur papier filtre, cette 
technique est probablement plus adaptée aux laboratoires avec un budget réduit. Le 
papier Whatman 3MM n'est pas seulement moins cher, mais aussi pratique pour la 
surveillance à grande échelle dans les zones rurales et reculées tropicales.  
La sensibilité des méthodes UPL PCR en temps réel est la même que celle de 
l’isolement viral. Par ailleurs, la technique de l’isolement viral est lourde et demande 
beaucoup de temps avant d’avoir un résultat. En effet, comme l’ont déjà décrit Risatti et 
al., (2005), la PCR est meilleure que l’isolement viral pour déceler la présence de virus 
dans un élevage aux Caraïbes. Alors, pour la suite de cette étude, l’utilisation de la 
technique UPL PCR que King PCR ou l’isolement viral a été décidée. 
Avec cette méthode, l’ADN viral collecté sur papier buvard Whatman 3MM 
pendant les études expérimentales a été détecté très précocement de 1 à 3 jours après 
inoculation. La possibilité de faire la recherche de génome à partir de sang collecté sur 
papier buvard Whatman 3MM permet d’obtenir un résultat rapidement sans être obligé 
d’abattre des animaux pour faire l’analyse. En disposant d’un outil de diagnostic aussi 
performant que la PCR temps réel, seuls les élevages reconnus infectés pourraient être 
éliminés, épargnant ainsi les élevages sous surveillance mais non infectés. L’utilisation 
de cette méthode de détection dans le cadre de toute suspicion de peste porcine sur des 






Une des originalités de cette étude est la détection des anticorps anti-PPA sur des 
papiers buvards imbibés de sang de porc testés avec un coffret commercial ELISA. Pour 
les porcs, l’anticorps est très important puisqu’il confère une protection qui va réduire 
les virémies entraînant le recul de l’arrivée des signes cliniques et empêchant une 
infection par un autre virus (Onisk et al., 1994).  
Cette méthode a été conçue habituellement pour des analyses des sérums afin de 
rechercher la présence des anticorps anti-PPA.Pour cette étude, 40mm² de papier buvard 
Whatman 3MM ont été utilisés dans l’analyse sérologique (Hutet et al., 2003; Joseph 
and Melrose, 2010; Curry et al., 2011). Quelques microlitres de sang suffisent pour faire 
plusieurs tests. 
La facilité d’obtention des prélèvements et la rapidité de mise en œuvre du test 
permettent de réaliser plus d’analyses pour les élevages et d’obtenir ainsi des résultats 
d’autant plus fiables. Cette technique facilite la surveillance et le contrôle de la PPA sur 
terrain. La difficulté rencontrée lors des collectes, le stockage et le transport des 
prélèvements du terrain au laboratoire pourrait être éliminée. Le papier buvard imbibé 
de sang élimine la réfrigération et la centrifugation des prélèvements.  
Les résultats sont très prometteurs lors des comparaisons de l’utilisation de 
papier filtre 3MM avec celle du sérum correspondant. Lors des études 
expérimentales, la prévalence par ce test est très semblable à celle de la technique 
ELISA conventionnelle (32,6% contre 34,8%). Cette étude effectuée sur 46 
prélèvements nous a montré une sensibilité de 93.8% [IC95 : 71,7–98,9%] et une 
spécificité de 100% [IC95 : 88,6–100]. 
Les résultats obtenus par la détection d’anticorps anti-PPA utilisant les papiers 
buvards Whatman 3MM sont très fiables dans le sens où seul un échantillon positif 
n’est décelé et qu’aucun faux positif n’est détecté (valeur prédictive positive à 
100%). 
La capacité de cette technique de diagnostic est particulièrement importante 
pour les programmes d'éradication dans les pays en développement, où les résultats 
positivement faux sont fréquents en raison des conditions déficientes de transport et 
de stockage des sérums, l'une des raisons les plus courantes pour des résultats non 
spécifiques dans l’ELISA (Escribano et al., 1989). En outre, une détection précise 





population sensible, en particulier dans les régions économiquement défavorisées, où 
les animaux individuels ont des valeurs relativement élevées. 
Nos résultats montrent aussi qu’une concentration d’anticorps collecté sur papier 3MM 
peut être inférieure à celle comparée au sérum correspondant. Nos résultats suggèrent 
que les papiers filtres peuvent être utilisés pour la détection des anticorps par la 
technique ELISA comme l’ont montré d’autres études auparavant pour d'autres 
maladies et d'autres espèces animales (Hutet et al., 2003, Joseph et al., 2010, Curry et 
al., 2011). 
En revanche, l’utilisation des papiers filtres au lieu des sérums pour le test 
sérologique est moins pratique et présente une limite (de Swart et al., 2001) au niveau 
du laboratoire. En effet, les papiers filtres stockés à température ambiante doivent être 
élués pendant quelques minutes ou quelques heures avec agitation dans le tampon 
approprié pour permettre la récupération des anticorps. Néanmoins, une légère 
diminution de la sensibilité a été observée lors d’une comparaison entre sérum et papier 
buvard 3MM. Par contre, les sérums et les papiers filtres pour le test ELISA s’accordent 
parfaitement (Kappa de 0,95) malgré une petite réduction de sensibilité de ce test.  
Cette diminution de la sensibilité peut être simplement compensée dans les 
programmes de sérosurveillance par une augmentation du nombre des échantillons 
cibles sur le terrain. Entre autres, la procédure de collecte de sang sur le papier 
Whatman 3MM est facile (gouttelettes de sang par scarification de la peau de l'oreille), 
la diminution de sensibilité de cette procédure ne devrait pas être un problème majeur 
compte tenu de l'avantage des papiers filtres pour stocker à long terme du matériel 
biologique à température ambiante. 
Heureusement, cet inconvénient ne se pose pas sur les techniques moléculaires qui, 
après les tests sérologiques, sont les procédures de diagnostic les plus utilisées pour 
l'identification rapide des maladies animales et humaines. 
Pendant la période où la Côte d’Ivoire est indemne de la PPA, des prélèvements de porc 
collectés en 2009 et 2010 ont été parvenus pour étoffer cette étude. Les 346 papiers 
buvards 3MM collectés en Côte d’Ivoire ont tous été négatifs sur UPL PCR. Ce résultat 






Il est montré dans cette étude que les papiers filtres Whatman 3MM tiennent 
un avantage remarquable par rapport aux matériaux biologiques conventionnels 
(Sang, organes, sérum…) parce que l'extraction des acides nucléiques n'est pas 
nécessaire. De ce fait, la possibilité d'effectuer la PCR conventionnelle et la PCR en 
temps réel directe permet une réduction intéressante du coût et du temps pour le 
diagnostic moléculaire de la peste porcine africaine. De plus, un autre avantage de 
l’utilisation du papier filtre est aussi la possibilité de réduire les contaminations 
pendant les collectes de prélèvement. 
Cette étude présente le développement, la standardisation et la validation de 
l’utilisation des papiers buvards Whatman 3MM comme outils de détection de la 
peste porcine africaine. 
Lors de la détection et la validation des techniques de diagnostic, des 
comparaisons ont été faites et l’utilisation des papiers buvards a montré un bon accord 
avec les prélèvements standards. La valeur du test kappa k est considérée comme bonne 
si K est supérieur à 0,81. Le seul considéré comme mauvais accord a été trouvé avec 
l’utilisation du PCR temps réel taqman que l’on pourrait écarter des tests à l’avenir. 
 
2. La peste porcine africaine et la circulation virale à Madagascar 
Sur le terrain, le virus de la PPA est une vraie menace pour l’élevage de porc 
domestique dans le monde. Elle touche les porcs de tout âge, de toute race et engendre 
une perte financière considérable. Hautement contagieuse pour les suidés mais non 
transmissible à l’homme, cette maladie est une des préoccupations majeures des 
éleveurs de porc à Madagascar. 
Dans le cadre du présent travail, la séroprévalence instantanée de 0,2% a été 
enregistrée, témoignant la circulation à bas bruit de la PPA à Madagascar. Ce résultat 
reflète ce qui a été recensé lors des analyses sérologiques effectuées au début de la PPA 
dans l’île : 2,3% [IC95 : 1,35% à 3,25%] en 1999, moins de 0,6% en 2000 et 0,63% en 
2001 (Rousset et al., 2001). 
Les enquêtes virologiques au même titre que les enquêtes sérologiques ont 





Madagascar. La prévalence virologique de 17,8% [IC95 : 10,26% à 25,66%] effectuée 
par PCR conventionnelle est enregistrée et confirme la circulation de virus de la peste 
porcine africaine dans toutes les régions visitées déjà mise en évidence dans l’enquête 
sérologique. De plus, la pratique de l’abattage clandestin, la distribution de la viande 
malade entraînent une diffusion du virus de la PPA. 
Cette viroprévalence est proche de celle de 14% [IC95 : 7,06% à 20,93%] 
enregistrée dans l’étude effectuée à Ambatondrazaka cinq ans auparavant 
(Randriamparany T et al., 2005). 
 
3. Caractérisation moléculaire des virus malgaches 
Les modes de propagation du virus PPA sont multiples. Un porc domestique 
peut en effet être infecté par contact avec un animal malade, piqûre d’une tique molle 
infectieuse, contact avec du matériel souillé ou encore ingestion de nourriture 
contaminée. Pour comprendre la circulation des virus, il est donc fondamental de 
pouvoir tracer leur origine, c’est-à-dire d’être à même de déterminer la provenance 
d’un foyer dans une zone donnée. Là encore, les réticences des éleveurs ne permettent 
pas toujours d’obtenir toutes les informations nécessaires à cette traçabilité. Dans ce 
contexte particulier, les analyses phylogénétiques, qui permettent de caractériser au 
niveau moléculaire les isolats viraux et de comprendre les liens qui les unissent, 
peuvent être d’une très grande utilité.  
Sur un plan historique, il est vraisemblable que l’épidémie de PPA à 
Madagascar ait fait suite à l’unique introduction en 1998 d’une souche mozambicaine 
dans le sud de l’île, à Taolagnaro (Gonzague et al., 2001). Avant cette date, l’île était 
indemne de PPA, hypothèse corroborée par des études sérologiques rétrospectives qui 
se sont avérées négatives (Gonzague et al., 2001). Le virus PPA ne présentant pas de 
sérotype, une discrimination spatio-temporelle des isolats n’a pas pu être réalisée 
d’un point de vue antigénique (Whyard et al., 1985). Depuis lors, de nombreuses 
méthodes d’analyse phylogénétique ont été développées, utilisant les séquences 
nucléotidiques, ce qui a permis d’établir la circulation de 22 génotypes, suivant 
l’analyse du gène de capside B646L (Bastos et al., 2003 ; Lubisi et al., 2005 ; 
Boshoff et al., 2007). Parmi ces génotypes, certains sont nationaux, c’est-à-dire 





L’analyse de ce gène a cependant permis de dégager quatre grands génogroupes 
correspondant peu ou prou à une dichotomie au niveau régional, avec une circulation 
de 21 des 22 génotypes en Afrique de l’est et du sud (le génotype I regroupant quant à 
lui des isolats ouest africains, européens, caribéens et sud-américains). D’autres gènes 
ou fragments de gènes ont depuis été étudiés avec l’objectif d’obtenir une 
discrimination plus fine, au niveau local : B602L (codant pour une protéine kinase), 
E183L et CP204L (codant respectivement pour les protéines d’enveloppe p54 et 
p30/32). Parmi ces gènes, seul le gène E183L a montré un potentiel discriminant 
concernant des isolats sardes. 
En ce qui concerne notre étude, nous avons focalisé nos analyses sur les gènes 
B646L, CP204L et KP177R (codant pour la protéine d’enveloppe p22). Nous n’avons 
pas retenu le gène E183L car des analyses antérieures avaient montré une variabilité 
très faible entre isolats malgaches mais nous avons adjoint le gène KP177R qui lui en 
avait montré (V. Michaud, communication personnelle). Les résultats de l’analyse de 
ce dernier gène doivent tout de même être pris avec précaution puisqu’il a été montré 
qu’il pouvait exister des orthologues au sein d’un même génome (Chapman et al., 
2008). Quoiqu’il en soit, les trois protéines exprimées par ces gènes induisent des 
anticorps spécifiques chez le porc domestique et en étant soumises à la pression du 
système immunitaire pouvaient dès lors montrer une diversité susceptible de 
discriminer les isolats. 
Au niveau mondial, nos analyses ont montré que quel que soit le gène étudié, 
les isolats malgaches se plaçaient toujours au sein du génotype II viral. Cependant, la 
diversité entre les isolats malgaches reste faible sur ces loci malgré plus de 15 ans de 
circulation du virus dans l’île. En effet, l’analyse du fragment du gène B646L a 
montré 100% d’homologie entre les isolats et si les gènes CP204L et KP177R ont 
montré davantage de diversité, avec respectivement 0,6% et 0,9% de différence, 
aucune filiation spatio-temporelle n’a pu être mise en exergue qui puisse indiquer 
l’origine de nouveaux foyers ou la réémergence de foyers plus anciens. Cette stabilité 
peut s’expliquer notamment par le cycle jusqu’ici exclusivement domestique que suit 
le virus dans l’île. Deux hôtes sauvages sont pourtant présents, à savoir le 
potamochère et la tique O. porcinus, mais si le virus a été détecté chez quelques 





qu’elles ne soient vraisemblablement pas à l’origine de foyers et aucun potamochère 
n’a jusqu’ici été détecté comme porteur. Or, le maximum de diversité est observé 
chez le virus lorsque le cycle selvatique est présent, à savoir dans l’est et le sud de 
l’Afrique continentale, le passage d’un hôte à l’autre étant sans doute un « moteur » 
évolutif. De même, les éleveurs éliminent souvent très rapidement les animaux qui 
leur semblent malades, ce qui ne permet sans doute pas au virus de se répliquer 
suffisamment pour induire une diversification. Cependant, nos analyses ont porté sur 
une fraction très courte du génome viral. Des analyses portant sur des portions plus 
larges, voire sur des génomes entiers pourraient permettre de déterminer des loci 
spécifiques de la diversification à partir d’une population virale relativement 
homogène puisque descendante d’un unique parent. 
 
4. Epidémiologie 
Sur le terrain, la PPA touche les porcs de tout âge et de toute race, engendrant 
des pertes financières considérables. Elle constitue ainsi la préoccupation majeure des 
éleveurs en étant une des plus grandes contraintes à l’expansion de la filière porcine 
dans l’île (Randriamparany et al., 2005). En effet, en 2004 par exemple, la maladie était 
suspectée sur les 14% [IC95 : 7,06% à 20,93%] des porcs amenés à l’abattoir 
d’Ambatondrazaka. Par ailleurs, une étude ultérieure réalisée en 2006 dans trois régions 
productrices de porc à Madagascar a révélé que 33% [IC95 : 23,59% à 42,40%] des 
éleveurs enquêtés avaient déjà suspecté la PPA dans leurs élevages (Costard et al., 
2009) au cours des années précédentes. 
Au cours de notre étude, nous avons déterminé une séroprévalence 
instantanée de 0,2%, ce qui témoigne d’une circulation à bas bruit de la PPA à 
Madagascar. Ce résultat corrobore des analyses sérologiques antérieures réalisées 
dès l’apparition de la PPA dans l’île. En 1999, la séroprévalence avait été estimée à 
2,3% [IC95 : 1,35% à 3,25%], ce qui correspondait à une expansion de la maladie 
suivant son émergence. Suite à la très forte mortalité qui a eu lieu durant la phase 
épidémique de PPA au cours des deux premières années de l’épidémie, cette 
séroprévalence chutait dès 2000 pour atteindre moins de 0,6%, puis 0,63% en 2001 
(Rousset et al., 2001). Si les politiques sanitaires mises en place ne sont pas 
parvenues à l’éradiquer, tout du moins elles semblent avoir réussi à contenir la 





l’île. Cette séroprévalence « résiduelle » pourrait être le signe de la circulation des 
souches virales de moindre virulence puisque les animaux sont séroconvertis.  
En revanche, si les enquêtes virologiques ont montré au même titre que les enquêtes 
sérologiques que le virus PPA circulait dans toutes les régions malgaches étudiées, la 
prévalence virologique est nettement supérieure. En effet, l’amplification génique du 
gène B646L a permis de détecter l’ADN viral dans 17,8% [IC95 : 10,26% à 25,66%] des 
cas. Ceci confirme une circulation du virus en augmentation par rapport à une étude 
réalisée en 2004 qui l’avait estimée à 14% [IC95 : 7,06% à 20,93%] (Randriamparany et 
al., 2005) et plus importante que ne le laisserait entrevoir le résultat des analyses 
sérologiques. Un tel niveau de circulation virale parmi les animaux rend très 
problématique l’abattage clandestin et la distribution de viande potentiellement 
contaminée, ces pratiques permettent une diffusion ininterrompue du virus sur 
l’ensemble du territoire. 
Ces pratiques illégales ne semblent hélas pas pouvoir être en passe d’être 
abolies. Dès la confirmation officielle de l’émergence de la maladie en 1998, des 
mesures gouvernementales ont été instaurées (Arrêté Interministériel du 13 janvier 
1999) : des barrages sanitaires et une politique d’abattage ont été mis en œuvre pour 
tenter d’endiguer sa progression. Des campagnes d’information et de sensibilisation ont 
été réalisées (Roger et al., 1999) et un réseau d’épidémiosurveillance mis en place en 
1999 dans le cadre d’un Projet de Coopération Technique financé par la FAO 
(Blanchard, 2001). Cependant, ces mesures n’ont pas été suffisamment appliquées faute 
de moyens financiers, notamment la pratique d’abattage systématique, qui n’a pas pu 
être réellement mise en place. En effet, l’absence de compensation financière pour leurs 
pertes a conduit à une grande réticence voire au refus des éleveurs de déclarer la 
présence des porcs malades dans leurs élevages, encourageant de fait l’abattage 
clandestin des animaux suspects et contribuant à la désorganisation de l’ensemble de la 
filière porcine. La maladie s’est donc propagée à l’ensemble de l’île et continue 
aujourd’hui à y faire des ravages sans que les autorités n’aient pu être à même de la 
stopper. 
Après les vagues épizootiques de la maladie en 1998 – 99, la PPA évolue vers 
l’état endémique et la mortalité diminue mais elle conserve son caractère meurtrier. 





des cas en Espagne, au Portugal, au Brésil en Haïti, au Cameroun et dans la plupart 
des pays africains (Saliki et al., 1985). Le calme revient, peu d’informations 
parviennent aux services vétérinaires malgaches quant à l’incidence de la PPA.  
Les petits éleveurs sont de plus en plus nombreux et la crise survenue dans le 
monde a aussi un impact sur le mode d’élevage de porc. L’utilisation des eaux grasses 
pour l’alimentation des porcs devient une pratique pour alléger les coûts de 
l’alimentation. Cette pratique est alors la probable source de contamination des porcs à 
Madagascar en 1997 (Gonzague et al., 2001) et l’est  en Géorgie en 2007 (Rowland et 
al., 2008). 
Madagascar est un pays endémique de la PPA et des cas sporadiques sont 
rapportés avec une viroprévalence de 17%. Par contre, la séroprévalence est très 
faible voire nulle pendant les campagnes de collecte des prélèvements. Cette 
situation existait  depuis que la PPA est survenue à Madagascar et suggère quelques 
hypothèses, soit la souche virale est virulente et l’animal n’a pas le temps de 
produire des anticorps, soit le porc est abattu ou vendu par l’éleveur dès qu’il y a des 
signes évocateurs de la maladie (Randriamparany et al., 2005). Pourtant, une 
enquête effectuée dans la zone rurale de Marovoay (Humbert., 2006) et de 
Talatavolonondry (Communication personnelle, 2008), montre que dans la majorité 
des cas, les éleveurs abattent les porcs malades et la viande est soit vendue sur le 
marché, soit consommée dans le cercle familial. Cette pratique est généralisée par la 
majorité des éleveurs à Madagascar et seule une minorité déclare et enterre les 
cadavres d’animaux morts de la maladie (Humbert C., 2006). Cette situation donne 
un impact dans la détection de la prévalence lors des études et surtout favorise la 
dissémination de la maladie. 
En outre, les tiques molles et les potamochères qui sont des hôtes sauvages 
du virus de la PPA (Sanchez-Botija, 1963 ; Thomson, 1985) existent à Madagascar 
(Lamoureux, 1913; Andrianjakarivelo, 2003). Une récente étude nous a montré la 
présence des tiques molles infectées O. porcinus domesticus à Madagascar qui est 
un danger potentiel pour les élevages de porc dans un pays endémique de la maladie. 
Par contre, la grande île ne présentait pas de cycle selvatique mais uniquement un 
cycle chez le porc domestique et les tiques molles dans les zones où elles sont 





l’épidémiologie de la PPA à Madagascar (Ravaomanana et al., 2010). L’abattage 
systématique des animaux infectés ainsi que l’abattage de tous les porcs dans un rayon 
de 10 km est nécessaire pour contrôler la maladie. Malheureusement, tous ces 
problèmes sont ajoutés à l’inaptitude du pays à éliminer le virus par manque de budget 
pour dédommager les éleveurs.  
Alors l’utilisation de papier buvard Whatman 3MM est l’un des outils des 
laboratoires et des pays tropicaux pour détecter très précocement la PPA. Il a été adopté 
pour détecter le virus PPA sur terrain c’est-à-dire dans les élevages et au niveau des 
abattoirs. Par la suite, le papier buvard imbibé de sang est un support pas cher, simple et 
rapide pour la collecte de sang, la préservation et le diagnostic de la maladie de la PPA 
en utilisant l’ELISA, les PCR directes conventionnelles et les PCR en temps réel et 
l'isolement du virus. D'autres avantages du papier filtre 3MM comprennent le plus petit 
volume de sang requis et la capacité de recueillir un grand nombre d'échantillon (Dubay 
et al, 2006). 
L’étude phylogénétique confirme que les souches du virus PPA collectées à 
Madagascar durant cette étude appartiennent au génotype II. L’alignement des 
séquences des gènes B646L codant des protéines des souches malgaches montre une 
homologie de 100% suggérant une source unique de contamination. En revanche, les 
gènes KP177R et CP204L sont plus diversifiés. 
Par contre, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour établir la 
robustesse de l'essai de collecte d’échantillon à grande échelle dans un pays endémique. 
Les papiers filtres Whatman 3MM utilisés dans cette étude sont moins coûteux. Les 
papiers filtres Whatman 3MM peuvent donc être utilisés comme support pour le 
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Les résultats obtenus au cours de cette thèse ont permis d’évaluer la capacité 
du papier buvard Whatman 3MM à stocker et à transporter le virus de la PPA. Cette 
étude a montré que ce papier permet une technique de diagnostic simple, 
économique, moins cher et répondant au besoin des pays tropicaux sur la résolution 
de l’utilisation de chaîne de froid.  
Ce travail a présenté l’efficacité du papier buvard Whatman 3MM pour la 
détection précoce du virus de la PPA par la PCR conventionnelle, les PCR à temps 
réel (Taqman, et UPL) et l’isolement viral. Les virus PPA par utilisation de papier 
buvard 3MM ont été détectés très précocement à 1-3 jour après infection. 
Un des résultats de cette étude est l’aptitude du papier Whatman 3MM à détecter 
aussi l’anticorps anti-PPA avec une sensibilité de 93.8% et une spécificité de 100%. 
Le test Kappa réalisé à l’aide des résultats obtenus produit un coefficient 
entre 0,90 et 0,96, soit une concordance proche de l’absolu avec les différentes 
méthodes de prélèvement sauf avec la méthode Taqman. 
Les papiers buvards ont la performance d’évaluer la prévalence de la peste porcine 
africaine sur des échantillons collectés en abattoir de Madagascar et prélevés en 
élevage de Côte d’Ivoire afin d’apprécier le risque représenté par la PPA dans ces 
régions. 
Cette étude nous a permis aussi de mieux connaître les caractéristiques 
moléculaires des différentes souches collectées de 2008 à 2010 à Madagascar. 
L’analyse phylogénétique des 18 isolats que nous avons effectué, a été établie sur 
trois gènes parmi les 160 gènes recensés du virus PPA. L’analyse du gène B646L de 
nos séquences nous renseigne sa place dans le génotype II des 22 qui existent 
comme il a été décrit par Bastos et al. (2003) et Boshoff et al. (2007). Ce gène est 
stable et 100% homologue avec les souches malgaches depuis 1998. Par contre, les 
gènes KP177R et CP204L sont très variables entre eux même s’ils sont restés dans 
le même génotype II. En plus, cette étude est essentielle pour la détermination des 
sources et l’évolution des isolats viraux à Madagascar. 
De nos jours, les gens voyagent beaucoup avec leur animal et leurs produits 
dérivés sur de longue distance dans une courte durée. Cependant, la mondialisation 
est une source indirecte de dissémination d’une maladie. Ce mouvement entraîne 
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l’introduction des agents pathogènes dans des nouveaux territoires. Les petits 
éleveurs sont de plus en plus nombreux et la crise survenue dans le monde a aussi un 
impact sur le mode d’élevage de porc. L’utilisation des eaux grasses pour 
l’alimentation des porcs devient une pratique pour alléger les coûts de 
l’alimentation. Cette pratique est alors la plus probable source de contamination des 
porcs à Madagascar en 1997 (Gonzague et al., 2001) et en Géorgie en 2007 
(Rowland et al., 2008). Une des difficultés de la lutte contre la PPA est l’existence 
des modes d’élevage non conformes. A Madagascar, la divagation des porcs est 
encore pratiquée favorisant le manque de recensement des élevages existant qui 
entraine une difficulté et un impact négatif (temps, ressources et équipements…) sur 
la mesure de contrôle pratiquée. Ce mode d’élevage avec la faible mesure de 
biosécurité facilitent la dissémination du virus PPA.  
La PPA est une contrainte majeure car elle limite le développement de 
l’élevage porcin. Cette maladie cause un impact sur l’économie d’un pays où elle 
sévit et dégage ainsi l’existence d’un manque à gagner colossal. Une étude évaluant 
les impacts économiques des principales maladies porcines (PPA, PPC, Maladie de 
Teschen, Cysticercose) à Madagascar a révélé une perte directe de 50 925 000 de 
dollars US et un coût indirect s’élevant jusqu’à 408 000 000 dollars US 
(Andriamparany, 2012). Madagascar doit poursuivre la lutte contre les maladies 
porcines. Le papier buvard Whatman 3MM est un outil de collecte, de transport, de 
détection rapide de la PPA peu couteux pour réduire les dégâts causés par cette 
maladie. 
En outre, les hôtes sauvages du virus de la PPA (Sanchez-Botija, 1963; 
Thomson, 1985) à savoir les tiques molles et les potamochères ont été répertoriés à 
Madagascar (Lamoureux, 1913; Andrianjakarivelo, 2003). En revanche, la grande 
île ne présentait pas de cycle selvatique et les porcs sauvages ne sont jamais infectés. 
Cette situation nous fait penser que les potamochères n’ont pas un rôle important 
dans l’épidémiologie de la PPA à Madagascar (Ravaomanana et al., 2010). Alors, 
seul le cycle domestique existe, présentant des tiques molles infectées O. 
porcinusdomesticus qui est une menace de contamination non négligeable pour les 
élevages de porc dans les pays endémiques de la maladie. 
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En résumé, le papier filtre Whatman 3MM est un support pas cher, simple et rapide 
pour la collecte de sang, la préservation et le diagnostic de la maladie de la PPA en 
utilisant l’ELISA, les PCR directes conventionnelles, les PCR en temps réel et 
l'isolement du virus. D'autres avantages du papier filtre 3MM comprennent le plus petit 
volume de sang requis et la capacité de recueillir un grand nombre d'échantillons 
(Dubay et al, 2006). 
Les papiers filtres Whatman 3MM utilisés dans cette étude sont moins coûteux 
et peuvent donc être utilisés comme support pour le diagnostic multivalent dans des 
conditions tropicales. Par contre, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour 
établir la robustesse de l'essai de collecte d’échantillon à grande échelle dans un pays 
endémique. Afin de compléter ces études, il serait intéressant (i) de poursuivre les 
activités de recherche sur la caractérisation moléculaire des souches malgaches, (ii) de 
continuer la validation de détection d’anticorps collectés sur papier buvard avec 
plusieurs prélèvements de terrain.  
Le ministère de l’élevage et la direction des services vétérinaires (DSV) sont les 
autorités compétentes en matière de santé animale à Madagascar. Ils devraient informer 
les éleveurs sur la pratique des mesures de biosécurité, de commencer à avoir une liste 
des éleveurs pour faciliter le contrôle en cas de maladie. Les autorités compétentes 
devraient intégrer dans leur plan de contrôle une campagne de conscientisation des 
éleveurs avant et pendant la période de crise pour une prévention efficace. 
Un outil de contrôle et de dépistage de la PPA a été conçu qui est l’utilisation du 
papier buvard Whatman 3MM, alors les autorités devraient appuyer les laboratoires afin 
de dépister très précocement les maladies pour pouvoir protéger le cheptel porcin.  
Les collecteurs voyagent beaucoup pour rassembler des porcs. Ils 
s’approvisionnent chez des petits éleveurs un peu partout dans les provinces pour 
couvrir les besoins de la capitale. Ces dernières années, des cas fréquents d’introduction 
de porc ont été constatés pour infecter le cheptel des éleveurs. Avant d’introduire des 
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Brazil78 1978 Brésil I FJ238537 - - Gallardo et al., 2009 
Brazil79 1979 Brésil I AF302809 - - Bastos et al., 2003 
BUR/84/1 1984 Burundi X AF449463 - EU874298 Bastos et al., 2003 
BUR/84/2 1984 Burundi X AF449464 - - Bastos et al., 2003 
BUR/90/1 1990 Burundi X AF449472 - EU874299 Bastos et al., 2003 
BUR/90/3 1990 Burundi X AY351525 - - Lubisi et al., 2005 
Ca04.1 2004 Italie I FR668270 - - Giammarioli et al., 2011 
Ca78 1978 Italie I FJ174357 - - Nix et al., 2006 
Ca97 1997 Italie I FJ174371 - - Gallardo et al., 2009 
  
 
CAM/02/1 2002 Caméroun I - - EU874267 Heath et al., 2008 
CAM/02/2 2002 Caméroun I - - EU874268 Heath et al., 2008 
CAM/02/3 2002 Caméroun I - - EU874269 Heath et al., 2008 
CAM/02/4 2002 Caméroun I - - EU874270 Heath et al., 2008 
CAM/82 1982 Caméroun I AF301544 - - Bastos et al., 2003 
CAM/85/4 1985 Caméroun I - - EU874272 Bastos et al., 2003 
Che07    2007 Russie II JX857510 - - Gallardo et al., 2014 
CHG/88/1 1988 Zambie VIII AY351552 - - Lubisi et al., 2005 
CHJ/89/1 1989 Zambie VIII AY351519 - EU874262 Lubisi et al., 2005 
CHK/89/2 1989 Zambie VIII AY351526 - - Lubisi et al., 2005 
CHM/88/1 1988 Zambie VIII AY351520 - - Lubisi et al., 2005 
Chrôme01 2001 Madagascar II KC610524 - EU620688 Michaud et al., 2013 
Co61 1961 Espagne I FJ174346 - - Gallardo et al., 2009 
Co62 1962 Espagne I FJ174347 - - Gallardo et al., 2009 
Co68 1968 Espagne I FJ238538 - - Gallardo et al., 2009 
Coimbra87 1987 Portugal I DQ028310 - - Duarte et al., 2005 
Cro1.2 1996 Afrique du sud XX AY578690 - - Zsak et al., 2005 
CV97 1997 Cap Vert I FJ174380 - - Gallardo et al., 2009 
CV98 1998 Cap Vert I FJ174381 - - Gallardo et al., 2009 
CVR/Tet20 2005 Nigéria I GQ427180 - - Owolodun et al., 2010 
CVR/Tet21 2005 Nigéria I GQ427181 - - Owolodun et al., 2010 
CVR/Tet29 2006 Nigéria I GQ427183 - - Owolodun et al., 2010 
Dagestan09  2009 Russie II JX857517 - - Gallardo et al., 2014 
Dakar59 1959 Sénégal I AF301538 - - Bastos et al., 2003 
Davis 1959 Kenya X AY351527 - - Lubisi et al., 2005 
DED/89/1 1989 Malawi VIII AY351502 - EU874256 Lubisi et al., 2005 
DED/91/1 1991 Malawi VIII AY351503 - - Lubisi et al., 2005 
Dedza 1986 Malawi VIII AF449479 - - Bastos et al., 2003 
Doig 1957 Kenya X AY351528 - - Lubisi et al., 2005 
DomRep79 1978  Rép Dominicaine I AF302810 - - Bastos et al., 2003 
DOWA 1986 Malawi VIII AY351509 - EU874261 Lubisi et al., 2005 
DR2 1979  Rép Dominicaine I ASVMCPC - - Yu et al., 1996 
E70 1970 Espagne I AY578692 - AF462272 Zsak et al., 2005 
E75 1975 Espagne I AY578693 - AF462271 Zsak et al., 2005 
Elbrus 2008 Russie II - JQ771688 - Vlasova et al., 2012 
F6 1996 Afrique du sud XIX AY578694 - - Zsak et al., 2005 
Faharet98 1998 Madagascar II - - KC610545 Michaud et al., 2013 
Fandria01 2001 Madagascar II - - KC610546 Michaud et al., 2013 
Fianara00 2000 Madagascar II KC610521 - KC610547 Michaud et al., 2013 
Fianarantsoa09 2009 Madagascar II - p22 p30 Cette étude 
  
 
Fierenana09 2009 Madagascar II - p22 - Cette étude 
Fr64 1964 France I FJ174374 - - Nix et al., 2006 
GAM/1/00 2000 Gambie I - - AF449478 Bastos et al., 2003 
Gara08 2008 Madagascar II - p22 KC610548 Cette étude 
Gasson 1961 Kenya X AY351529 - - Lubisi et al., 2005 
Georgia2007 2007 Géorgie II AM999764 - AM999766 Rowland et al., 2008 
Georgia2007 2007 Géorgie II - FR682468 - Chapman et al., 2011 
GHA/1/00 2000 Ghana I AF504888 - - Bastos et al., 2003 
Ghana 2000 Ghana I AF504889 - - Bastos et al., 2003 
GHANA/02/1 2002 Ghana I - - EU874293 Heath et al., 2008 
GR21/11 1978 Afrique du sud XX FJ455836 - - Arnot et al., 2009 
GR21/23 1978 Afrique du sud XX FJ455837 - - Arnot et al., 2009 
GR22/6 1978 Afrique du sud XX FJ455838 - - Arnot et al., 2009 
GR44A2 1979 Afrique du sud XX FJ455835 - - Arnot et al., 2009 
GUL/88/1 1988 Zambie VIII AY351521 - - Lubisi et al., 2005 
Hai81 1981 Haïti I FJ174375 - - Gallardo et al., 2009 
HindeI 1954 Kenya X AY351530 - - Lubisi et al., 2005 
HindeII 1959 Kenya X AF449480 - - Bastos et al., 2003 
HOL86 1986 Pays Bas I AF449467 - - Bastos et al., 2003 
ht79 1979 Haïti I AY578695 - - Zsak et al., 2005 
Hu90 1990 Espagne I FJ174355 - - Gallardo et al., 2009 
Hu94 1994 Espagne I FJ174356 - - Gallardo et al., 2009 
IC/1/96 1996 Côte d'Ivoire I AF302814 - - Bastos et al., 2003 
IC/2/96 1996 Côte d'Ivoire I AF302815 - EU874282 Bastos et al., 2003 
IC/3/96 1996 Côte d'Ivoire I AF504882 - - Bastos et al., 2003 
IC/5/76 1996 Côte d'Ivoire I AF504883 - - Bastos et al., 2003 
IC96 1996 Côte d'Ivoire I FJ174379 - - Gallardo et al., 2009 
Imeritsiatosika14 2014 Madagascar II p72 - - Cette étude 
Ing08  2008 Russie II JX857511 - - Gallardo et al., 2014 
JON/89/13 1989 Zambie VIII AF449469 - - Bastos et al., 2003 
K1 1996 Afrique du sud III AY578696 - - Zsak et al., 2005 
KAB/62 1983 Zambie XI AY351522 - EU874289 Lubisi et al., 2005 
KAB/94/1 1994 Kenya X AY972163 - - Phologane et al., 2005 
KAC/91/2 1991 Malawi VIII AY351504 - - Lubisi et al., 2005 
KAL/88/1 1988 Zambie VIII AF449468 - - Bastos et al., 2003 
Kalmykia09 2009 Russie II X857519 - - Gallardo et al., 2014 
KANA/89/1 1989 Zambie VIII AY351523 - - Lubisi et al., 2005 
Kat67 1967 RDC I FJ174377 - - Gallardo et al., 2009 
Katanga63 1963 RDC I AF301540 - - Bastos et al., 2003 
KAV/89/1 1989 Zambie VIII AF449470 - - Bastos et al., 2003 
  
 
KEN/05/1 2005 Kenya IX - - EU874301 Heath et al., 2008 
Ken05.DPk16 2005 Kenya X HM745264 - HM745369 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPk18 2005 Kenya X HM745265 - HM745370 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPk2 2005 Kenya X HM745263 - HM745368 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPk21 2005 Kenya X HM745266 - HM745371 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPk27 2005 Kenya X HM745267 - HM745372 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPN15 2005 Kenya X HM745269 - HM745374 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPN2 2005 Kenya X HM745268 - HM745373 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPN23 2005 Kenya X HM745270 - HM745375 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPU1 2005 Kenya X HM745271 - HM745376 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPU11 2005 Kenya X HM745273 - HM745378 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPU2 2005 Kenya X HM745272 - HM745377 Gallardo et al., 2011 
Ken05.DPU22 2005 Kenya X HM745274 - HM745379 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk1 2005 Kenya X HM745253 - HM745358 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk10 2005 Kenya X HM745262 - HM745367 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk2 2005 Kenya X HM745254 - HM745359 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk3 2005 Kenya X HM745255 - HM745360 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk4 2005 Kenya X HM745256 - HM745361 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk5 2005 Kenya X HM745257 - HM745362 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk6 2005 Kenya X HM745258 - HM745363 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk7 2005 Kenya X HM745259 - HM745364 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk8 2005 Kenya X HM745260 - HM745365 Gallardo et al., 2011 
Ken05/Tk9 2005 Kenya X HM745261 - HM745366 Gallardo et al., 2011 
Ken06.B1 2006 Kenya IX FJ154434 - - Gallardo et al., 2009 
Ken06.B2 2006 Kenya IX FJ154435 - - Gallardo et al., 2009 
Ken06.B3 2006 Kenya IX FJ154436 - - Gallardo et al., 2009 
Ken06.B4 2006 Kenya IX FJ154437 - - Gallardo et al., 2009 
Ken06.B5 2006 Kenya IX FJ154438 - - Gallardo et al., 2009 
Ken06.Bus 2006 Kenya IX FJ154439 - - Gallardo et al., 2009 
Ken06.Kis 2006 Kenya IX FJ154440 - - Gallardo et al., 2009 
Ken07.Eld1 2007 Kenya IX FJ154441 - - Gallardo et al., 2009 
Ken07.Eld2 2007 Kenya IX FJ154442 - - Gallardo et al., 2009 
Ken07.Kia 2007 Kenya IX FJ154443 - - Gallardo et al., 2009 
Ken07.Nak 2007 Kenya IX FJ154444 - - Gallardo et al., 2009 
Ken08Tk.2/1 2008 Kenya X HM745275 - HM745380 Gallardo et al., 2011 
Ken08Tk.2/3 2008 Kenya X HM745276 - HM745381 Gallardo et al., 2011 
Ken08WH/4 2008 Kenya IX HM745285 - HM745390 Gallardo et al., 2011 
Ken08WH/5 2008 Kenya IX HM745286 - HM745392 Gallardo et al., 2011 
Ken08WH/8 2008 Kenya IX HM745287 - HM745391 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.13/1 2009 Kenya X HM745277 - HM745382 Gallardo et al., 2011 
  
 
Ken09Tk.13/2 2009 Kenya X HM745278 - HM745383 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.15/4 2009 Kenya X HM745279 - HM745384 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.15/6 2009 Kenya X HM745280 - HM745385 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.19/11 2009 Kenya X HM745283 - HM745388 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.19/2 2009 Kenya X HM745281 - HM745386 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.19/7 2009 Kenya X HM745282 - HM745387 Gallardo et al., 2011 
Ken09Tk.20/5 2009 Kenya X HM745284 - HM745389 Gallardo et al., 2011 
Kenya1950 1950 Kenya X AY261360 - EU874297 Heath et al., 2008 
ker64 1964 Kenya I AY578697 - - Zsak et al., 2005 
KilleanI 1959 Kenya X AY351550 - - Lubisi et al., 2005 
KilleanII 1959 Kenya X AY351551 - - Lubisi et al., 2005 
KilleanIII 1959 Kenya X AY351531 - - Lubisi et al., 2005 
KimakiaI 1961 Kenya I AY351533 - - Lubisi et al., 2005 
KimakiaI 1961 Kenya I - - JQ764954 van Heerden et al., 2012 
KimakiaII 1961 Kenya I AY351534 - - Lubisi et al., 2005 
KIRT/89/2 1989 Tanzanie I AY351511 - - Lubisi et al., 2005 
KIRT/89/3 1989 Tanzanie X AY351512 - - Lubisi et al., 2005 
KIRT/89/4 1989 Tanzanie X AY351513 - - Lubisi et al., 2005 
KIRW/89/1 1989 Tanzanie X AY351514 - - Lubisi et al., 2005 
KLI/88/2 1988 Zambie VIII AY351553 - EU874258 Lubisi et al., 2005 
kn66 1966 Kenya X AY578698 - - Zsak et al., 2005 
Krasnodar  2008 Russie II - JQ771689 - Vlasova et al., 2012 
Krasnodar12 2012 Russie II - - KJ195684  Vlasova et al., 2014 
Kwh/12 1968 Tanzanie X AF301546 - - Bastos et al., 2003 
LIL/89/1 1989 Malawi VIII AY351505 - - Lubisi et al., 2005 
LIL/90/1 1990 Malawi VIII AY351510 - - Lubisi et al., 2005 
Lillie 1973 Afrique du sud XX DQ250109 - EU874306 Boshoff et al., 2007 
Lis57 1957 Portugal I AF301537 - - Bastos et al., 2003 
Lis60 1960 Portugal I AF301539 - EU874273 Bastos et al., 2003 
LIV/10/11 1983 Zambie I AY351535 - - Lubisi et al., 2005 
LIV/12/17 1983 Zambie I AY351524 - - Lubisi et al., 2005 
LIV/13/33 1983 Zambie I AY494560 - - Lubisi et al., 2005 
LIV/5/4 1983 Zambie I AY351537 - - Lubisi et al., 2005 
LIV/9/31 1983 Zambie I AY351538 - - Lubisi et al., 2005 
LIV/9/35 1983 Zambie I AY351539 - - Lubisi et al., 2005 
LIV5/40 1982 Zambie I AY351536 - - Lubisi et al., 2005 
LT14/1482 2014 Lithuanie II KJ627217 - - Gallardo et al., 2014 
LT14/1490 2014 Lithuanie II KJ627216 - - Gallardo et al., 2014 
LUS/93/1 1991 Zambie I AY351563 - EU874275 Lubisi et al., 2005 
M1 1966 Afrique du sud XIX AY578699 - - Zsak et al., 2005 
  
 
M61 1961 Espagne I FJ174345 - - Gallardo et al., 2009 
MAD/1/1998 1998 Madagascar II AF270706 - KC867503 Bastos et al., 2003 
Madrid/62 1962 Espagne I AF449461 - - Bastos et al., 2003 
Mafra86 1986 Portugal I DQ028312 - - Duarte et al., 2005 
Mahaja02 2002 Madagascar II - - KC610549 Michaud et al., 2013 
MAL/1978 1978 Malawi VIII AF270707 - - Bastos et al., 2003 
MAL/2002/1 2002 Malawi V AY494553 - EU874311 Lubisi et al., 2005 
Malte78 1978 Malte I AF301543 - - Bastos et al., 2003 
MAN/89/2 1989 Zambie VIII AY351562 - - Lubisi et al., 2005 
Marovo02 2002 Madagascar II - - KC610550 Michaud et al., 2013 
Masindray10 2010 Madagascar II - p22 - Cette étude 
MAU/2007/1 2007 Maurice I FJ528594 - - Lubisi et al., 2009 
MAU/2008/1 2008 Maurice I FJ528595 - - Lubisi et al., 2009 
Mauritius2008/1 2008 Maurice II - - JQ764915 van Heerden et al., 2012 
Mauritius2008/6 2008 Maurice II - - JQ764920 van Heerden et al., 2012 
MCH/89/1 1989 Malawi VIII AY351506 - - Lubisi et al., 2005 
MCH/89/3 1989 Malawi VIII AY351507 - EU874259 Lubisi et al., 2005 
Mchinji075 1997 Malawi VIII AY351508 - - Lubisi et al., 2005 
MFUE/6/1 1982 Zambie XII AY351561 - - Lubisi et al., 2005 
MHC/89/1 1989 Malawi VIII - - EU874292 Heath et al., 2008 
Mkuzi78 1978 Afrique du sud I AY578700 - - Zsak et al., 2005 
MKUZI79 1979 Afrique du sud I AY261362 - EU874294 Heath et al., 2008 
Morama98 1998 Madagascar II - - KC610551 Michaud et al., 2013 
Moronda02 2002 Madagascar II KC610520 - KC610552 Michaud et al., 2013 
Morondava09 2009 Madagascar II - p22 - Cette étude 
MOZ/02/1 2002 Mozambique II - - EU874315 Heath et al., 2008 
MOZ/02/2 2002 Mozambique II - - EU874274 Heath et al., 2008 
MOZ/03/1 2003 Mozambique II - - EU874314 Heath et al., 2008 
MOZ/05/1 2005 Mozambique V/VI - - EU874313 Heath et al., 2008 
Moz/1/03 2003 Mozambique II FJ175199 - - Heath et al., 2008 
Moz/1/05 2005 Mozambique II FJ175200 - - Heath et al., 2008 
MOZ/1/98 1998 Mozambique VIII AF270705 - - Bastos et al., 2003 
MOZ/1960 1960 Mozambique V AF270708 - EU874309 Bastos et al., 2004 
MOZ/1979 1979 Mozambique V AF270709 - EU874310 Bastos et al., 2004 
MOZ/2001/1 2001 Mozambique VIII AY351516 - - Lubisi et al., 2005 
MOZ/2002/1 2002 Mozambique II AY351517 - - Lubisi et al., 2005 
MOZ/2002/2 2002 Mozambique II AY351518 - - Lubisi et al., 2005 
MOZ/60/98 1998 Mozambique II AY274455 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/61/98 1998 Mozambique II AY274456 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/62/98 1998 Mozambique VIII AY274457 - - Bastos et al., 2004 
  
 
MOZ/63/98 1998 Mozambique II AY274458 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/70/98 1998 Mozambique II AY274459 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/77/98 1998 Mozambique II AY538726 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/94/1 1994 Mozambique VI AF270711 - - Bastos et al., 2003 
MOZ/94/1 1994 Mozambique V/VI - - EU874263 Heath et al., 2008 
MOZ/94/8 1994 Mozambique V/VI - - EU874276 Bastos et al., 2003 
MOZ/94/8 1994 Mozambique VI AF270712 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/94/8 1994 Mozambique V/VI - - EU874276 Bastos et al., 2003 
Moz/98/1 1998 Mozambique VIII - - EU874317 Heath et al., 2008 
MOZ/A/98 1998 Mozambique VIII AY274452 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/B/98 1998 Mozambique VIII AY274453 - - Bastos et al., 2004 
MOZ/C/98 1998 Mozambique VIII AY274454 - - Bastos et al., 2004 
Moz64 1964 Mozambique V FJ174376 - - Gallardo et al., 2009 
MPI/89/1 1989 Zambie VIII AY351540 - - Lubisi et al., 2005 
MPO89/1 1989 Zambie VIII AY351541 - - Lubisi et al., 2005 
Mu82 1982 Espagne I FJ174352 - - Gallardo et al., 2009 
MUR/07/1 2007 NC II - - EU874316 Heath et al., 2008 
MWHOG/1 1959 Kenya X AY351548 - - Lubisi et al., 2005 
MWHOG/3 1959 Kenya X AY351549 - - Lubisi et al., 2005 
MWHOG/9 1959 Kenya X AY351565 - - Lubisi et al., 2005 
MwLIL20/1 1983 Malawi VIII L00966 - - Gallardo et al., 2009 
MZI/92/1 1992 Malawi XII AY351543 - EU874288 Lubisi et al., 2005 
NAM/1/80 1980 Namibie I AF504881 - - Bastos et al., 2003 
NAM/1/95 1995 Namibie XVIII DQ250122 - - Boshoff et al., 2007 
Namahora09 2009 Madagascar II - p22 - Cette étude 
NDA/1/90 1990 Malawi VIII AF449473 - - Bastos et al., 2003 
NGE/92/1 1992 Malawi VIII AY351544 - - Lubisi et al., 2005 
NH/P68 1968 Portugal I DQ028313 - - Duarte et al., 2005 
NIG/01/1 2001 Nigéria I - - EU874277 Heath et al., 2008 
NIG/1/99 1999 Nigéria I AF504887 - - Bastos et al., 2003 
NIG/2/98 1998 Nigéria I AY972161 - - Phologane et al., 2005 
NIG/3/98 1998 Nigéria I AY972162 - - Phologane et al., 2005 
NIG/6 1998 Nigéria I AF270714 - - Bastos et al., 2003 
Nig01 2001 Nigéria I FJ174382 - - Gallardo et al., 2009 
NKZ88/1 1988 Zambie VIII AY351554 - - Lubisi et al., 2005 
NO08/Ap   2008 Russie II JX857514 - - Gallardo et al., 2014 
NO08/Av  2008 Russie II JX857513 - - Gallardo et al., 2014 
Nu04.3 2004 Italie I FR668262 - - Giammarioli et al., 2011 
Nu04.4 2004 Italie I FR668263 - - Giammarioli et al., 2011 
Nu04.6a 2004 Italie I FR668264 - - Giammarioli et al., 2011 
  
 
Nu04.6b 2004 Italie I FR668265 - - Giammarioli et al., 2011 
Nu04WB 2004 Italie I FR668269 - - Giammarioli et al., 2011 
Nu81 1981 Italie I FJ174358 - - Gallardo et al., 2009 
Nu90.1 1990 Italie I AF302813 - - Nix et al., 2006 
Nu91.3 1991 Italie I FJ174364 - - Gallardo et al., 2009 
Nu91.5 1991 Italie I FJ174365 - - Gallardo et al., 2009 
Nu93 1993 Italie I FJ174366 - - Gallardo et al., 2009 
Nu95.1 1995 Italie I FJ174368 - - Gallardo et al., 2009 
Nu96 1996 Italie I FJ174369 - - Gallardo et al., 2009 
Nu97 1997 Italie I FJ174370 - - Gallardo et al., 2009 
Nu98.3 1998 Italie I FJ174372 - - Gallardo et al., 2009 
Nu98.8B 1998 Italie I FJ174373 - - Gallardo et al., 2009 
NUR/90/1 1990 Italie I AF302813 - - Bastos et al., 2003 
NYA/1/2 1986 Zambie XIV AY351555 - EU874302 Lubisi et al., 2005 
o1 1996 Afrique du sud XIX AY578701 - - Zsak et al., 2005 
Oren08 2008 Russie II JX857512 - - Gallardo et al., 2014 
Oren09 2009 Russie II - JQ771690 - Vlasova et al., 2012 
Ori84 1984 Italie I FJ174360 - - Nix et al., 2006 
Ori85 1985 Italie I FJ174361 - - Nix et al., 2006 
Ori90 1990 Italie I FJ174363 - - Nix et al., 2006 
Ori93 1993 Italie I FJ174367 - - Gallardo et al., 2009 
OURT88/1 1988 Portugal I AF302811 - - Bastos et al., 2003 
OURT88/1 1988 Portugal I - - JQ764949 van Heerden et al., 2012 
OURT88/3 1988 Portugal I AM712240 - AM712240 Nix et al., 2006 
PHW/88/1 1988 Zambie VIII AY351567 - EU874257 Lubisi et al., 2005 
Pol14/Krus 2014 Pologne II KJ627219 - - Gallardo et al., 2014 
Pol14/Sz 2014 Pologne II KJ627218 - - Gallardo et al., 2014 
Pr4 1996 Afrique du sud XX AY578702 - AY261363 Heath et al., 2008 
Rostov08 2008 Russie II - JQ771691 - Vlasova et al., 2012 
Rostov09 2009 Russie II JX857518 - - Gallardo et al., 2014 
RSA/03/1 2003 Afrique du sud XX - - EU874278 Heath et al., 2008 
RSA/03/2 2003 Afrique du sud III - - EU874279 Heath et al., 2008 
RSA/03/3 2003 Afrique du sud III - - EU874280 Heath et al., 2008 
RSA/04/1 2004 Afrique du sud III - - EU874284 Heath et al., 2008 
RSA/04/3 2004 Afrique du sud IV - - EU874308 Heath et al., 2008 
RSA/1/98 1998 Afrique du sud VII AF302818 - - Bastos et al., 2003 
RSA/1/99W 1999 Afrique du sud IV AF449477 - EU874307 Bastos et al., 2003 
RSA/95/1 1995 Afrique du sud XX DQ250123 - EU874266 Boshoff et al., 2007 
RSA/95/4 1995 Afrique du sud XX - - EU874295 Heath et al., 2008 
RSA/95/5 1995 Afrique du sud III DQ250124 - EU874286 Boshoff et al., 2007 
  
 
RSA/96/1 1996 Afrique du sud XXI DQ250125 - - Boshoff et al., 2007 
RSA/96/2 1996 Afrique du sud XIX DQ250126 - EU874281 Boshoff et al., 2007 
RSA/96/3 1996 Afrique du sud XIX DQ250127 - EU874283 Boshoff et al., 2007 
RSA/98/1 1998 Afrique du sud VII - - EU874312 Heath et al., 2008 
SAL/92/1 1992 Malawi VIII AY351546 - - Lubisi et al., 2005 
SIY/91/2 1991 Malawi VIII AY351566 - - Lubisi et al., 2005 
SPEC/120 1987 Afrique du sud XIX AF302812 - - Bastos et al., 2000 
SPEC/125 1987 Afrique du sud XIX DQ250112 - - Boshoff et al., 2007 
SPEC/140 1987 Afrique du sud III FJ455840 - - Arnot et al., 2009 
SPEC/154 1987 Botswana VII DQ250113 - EU874291 Boshoff et al., 2007 
SPEC/207 1989 Namibie I DQ250115 - - Boshoff et al., 2007 
SPEC/209 1989 Namibie I DQ250116 - EU874290 Boshoff et al., 2007 
SPEC/245 1992 Afrique du sud XXII DQ250117 - - Boshoff et al., 2007 
SPEC/251 1992 Afrique du sud XIX DQ250118 - - Boshoff et al., 2007 
SPEC/257 1993 Afrique du sud III DQ250120 - EU874265 Boshoff et al., 2007 
SPEC/260 1993 Afrique du sud VII DQ250121 - - Boshoff et al., 2007 
SPEC/265 1994 Mozambique VI AF270710 - EU874264 Bastos et al., 2003 
SPEC/53 1983 Afrique du sud XXI DQ250111 - - Boshoff et al., 2007 
SPEC/57 1985 Afrique du sud III FJ455839 - - Arnot et al., 2009 
Stavropol 2008 Russie II - JQ771692 - Vlasova et al., 2012 
StPet09 2009 Russie II JX857520 - - Gallardo et al., 2014 
SUM/14/11 1983 Zambie XIII AY351542 - EU874287 Lubisi et al., 2005 
Talatavolonondry10 2010 Madagascar II p72 - p30 Cette étude 
TAN/01/1 2001 Tanzanie XV AY494552 - EU874303 Lubisi et al., 2005 
TAN/03/1 2003 Tanzanie XVI AY494550 - EU874304 Lubisi et al., 2005 
TAN/03/2 2003 Tanzanie XVI AY494551 - EU874255 Lubisi et al., 2005 
TAN/08/MAZIMBU 2008 Tanzanie XV GQ410765 - - Mazinso et al., 2011 
TEN/89/1 1989 Zambie VIII AY351556 - - Lubisi et al., 2005 
Tengani60 1960 Malawi V AF301541 - - Bastos et al., 2003 
Tengani62 1962 Malawi V/VI - - EU874296 Heath et al., 2008 
THY/90/1 1990 Malawi VIII AY351545 - - Lubisi et al., 2005 
TMB/89/1 1989 Zambie VIII AY351557 - EU874285 Lubisi et al., 2005 
Togo/98 1998 Togo I AF449481 - - Bastos et al., 2003 
Tolagna01 2001 Madagascar II KC610519 - KC610553 Michaud et al., 2013 
Tolagna99 1999 Madagascar II KC610518 - EU620689 Michaud et al., 2013 
Toliar98 1998 Madagascar II - - KC610554 Michaud et al., 2013 
Trench 1959 Kenya X AY351547 - - Lubisi et al., 2005 
Tsididy08 2008 Madagascar II p72 p22 KC610555 Cette étude 
Tsididy09 2009 Madagascar II - p22 - Cette étude 
Tver0312/Novo 2012 Russie II KJ627212 - - Gallardo et al., 2014 
  
 
Tver0312/Torjo   2012 Russie II  KJ627211 - - Gallardo et al., 2014 
Tver0511/Torjo  2011 Russie II KJ627208 - - Gallardo et al., 2014 
Tver0712/Les 2012 Russie II KJ627210 - - Gallardo et al., 2014 
Tver0812/Bolo  2012 Russie II KJ627209 - - Gallardo et al., 2014 
Tver1112/Zavi 2012 Russie II KJ627214 - - Gallardo et al., 2014 
Ug03H.1 2003 Ouganda IX FJ154428 - - Gallardo et al., 2004 
Ug03H.2 2003 Ouganda IX FJ154429 - - Gallardo et al., 2004 
UG07.F7 2007 Ouganda IX GQ477143 - - Gallardo et al., 2004 
UG07.F8 2007 Ouganda IX GQ477144 - - Gallardo et al., 2004 
UG07.Mukono 2007 Ouganda IX GQ477142 - - Gallardo et al., 2004 
UG07.Wak1 2007 Ouganda IX GQ477138 - - Gallardo et al., 2004 
UGA/95/1 1995 Ouganda IX - - EU874300 Heath et al., 2008 
UGA/95/3 1995 Ouganda X AF449476 - - Bastos et al., 2003 
Uganda 1965 Ouganda X L27499 - - Bastos et al., 2003 
UgH03 2003 Ouganda IX EF121429 - - Blanco et al., 2006 
Ukr12/Zapo 2012 Ukraine II JX857521 - - Gallardo et al., 2014 
Warmbaths 1987 Afrique du sud III AY261365 - - Kutish et al., 2003 
Warthog 1980 Namibie IV AY261366 - - Kutish et al., 2003 
ZAM/88/1 1988 Zambie VIII AY351559 - - Lubisi et al., 2005 


























Name: RANDRIAMPARANY Tantely 
Title: African Swine Fever diagnosis adapted to tropical conditions by the use of dried-blood filter papers and 
molecular characterization of Malagasy strains. 
 
African swine fever (ASF) is a highly contagious virus infection of wild and domestic pigs. It is caused by a DNA 
virus, Asfivirus, currently the sole arbovirus member of the Asfarviridae family, but can also be acquired 
through the ingestion of contaminated feedstuffs and transmitted by certain tick species.It was firstdescribed 
in Kenya in 1921 and since then many countries worldwide were infected and produced a serious 
socioeconomic impact. 
 
No vaccines or drugs are available to prevent or treat ASF infection. Therefore, it is particularly important that 
ASF-free areas be maintained free by preventing the introduction of the disease. All control and eradication 
measures applicable are based on classical disease control methods, including intensive surveillance, 
epidemiological investigation, tracing and stamping out of infected herds. These measures are combined with 
strict quarantine and biosecurity measures and animal movement control. These informations illustrated the 
importance of the fast diagnosis for control and eradication plan. 
 
During this study, blood, sera, and corresponding dried blood filter paper samples from experimentally infected 
pigs from three European Laboratories (CISA and CReSA, Spain and ANSES, France) and from farms and 
abattoirs in Madagascar and pig farm samples from Côte d’Ivoire were collected and analyzed 
Conventional and real-time PCR, viral isolation and antibody detection by ELISA were performed on paired 
samples (blood/tissue versus dried-blood 3MM filter papers) were used directly in the conventional and real-
time PCR without previous extraction of nucleic acids.  
 
It was possible to use Whatman 3MM filter papers collected as early as 1–3 days after infection in direct 
conventionalor real-time PCRs for early detection of ASFVgenome. All tests on 3MM filter papers had 100% 
specificity but sensitivity had more variable (65.2 – 95.7%) compared to the gold standards.In addition, blood-
dried filter papers were tested in ELISA for antibody detection and the observed sensitivity was very close to 
conventional detection on serum samples and gave comparable results respectively of 32.6% [95% CI, 23.2 - 
42] et 34.8% [95% CI, 25.3 - 44.3]. 
In thisstudy, ASFV continued to be detected for at least 9 monthsat ambient temperature (22–25°C), and it is 
likely that evenhigher temperatures will not interfere with the preservationof the material; then serological 
and virological test gave respectively 0.17% and 17.8% [95% CI, 10.26 - 25.66], sero- and viro-prevalence. 
 
ASF is still endemic to Madagascar since its introduction in 1997. Molecular characterization of isolates has 
demonstratedwhich may offer useful epidemiological information of the disease. Isolate genotyping was 
assessed by comparingconcatenated amino acid sequences of proteinsencoded B646L, KP177R and CP204L 
sequencesusing a maximum likelihood algorithm. The studied Malagasy previousviruses displayed 100% p72 
gene sequence identity into one cluster of genotype II that suggested there origin from one isolate until now. 
 
In summary, Whatman 3-MM filter papers are a cheap,simple and rapid support for blood collection, 
preservationand ASF disease diagnosis either by ELISA, direct conventionaland real-time PCRs, and virus 
isolation. Other advantages of 3MM filter paper strips include the smallervolume of blood that is required and 
the ability to collect alarge number of samples (Dubay et al., 2006).In this study, Whatman 3-MM filter papers 
proved to be a suitable support for the collection, storage and use of blood in remote areas of tropical 
countries without the need for a cold chain. 
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Nom : RANDRIAMPARANY Tantely 
Titre : Validation d’un diagnostic de la peste porcine africaine (PPA) utilisant des papiers buvards et 
caractérisation moléculaire des souches malgaches 
 
Au cours de cette étude, la performance du papier buvard Whatman 3MM pour collecter, stocker du 
sang séché à température ambiante, de détecter le virus et l’anticorps de la PPA a été effectuée. Des 
échantillons des études expérimentales fournis par les laboratoires de recherche en Europe, de 
prélèvement des abattoirs et des élevages de Madagascar et de Côte d’Ivoire ont été utilisés pour 
évaluer l’aptitude de ce papier buvard sur les techniques PCR conventionnelles et à temps réel 
(Taqman et UPL), l’isolement viral et la détection des anticorps par ELISA. 
Le papier filtre 3MM a été utilisé directement sans extraction d’acide nucléique pour la détection du 
virus en utilisant les techniques conçues pour les prélèvements standards (sang, organe, sérum). 
Utilisant le papier buvard 3MM, il est possible de détecter la maladie très précocement de 1 à 3 jours 
après l’infection. Les résultats sérologiques et virologiques ont montré des spécificités de 100% pour 
toutes les analyses. Par contre, les sensibilités sont plus variables (65,2 – 95,7%) selon les techniques 
utilisées lors des comparaisons entre papier buvard Whatman 3MM et les échantillons standards. En 
plus, une comparaison de la détection des anticorps entre papier buvard 3MM / sérum donne une 
séroprévalence semblable respectivement de 32,6% [IC95 : 23,2% à 42%] et 34,8% [IC95 : 25,3% à 
44,3%]. 
A Madagascar, la détermination de la circulation du virus PPA montre une séroprévalence très faible 
de 0,17%. Par contre la prévalence virologique est de 17,8% [IC95 : 10,26% à 25,66%]. 
La caractérisation moléculaire des souches fait comprendre l’épidémiologie de la maladie. A 
Madagascar, cette maladie a été ignorée avant et a été vraisemblablement introduite mi - 1997 dans 
la région de Taolagnaro par une souche mozambicaine. Les analyses phylogénétiques des souches 
malgaches ont portées sur les gènes B646L, KP177R et CP204L utilisant la méthode du maximum de 
vraisemblance. Les résultats de cette caractérisation moléculaire ont montré l’existence des souches 
malgaches appartenant dans un même cluster du génotype II. Les comparaisons des gènes B646L 
avec les souches anciennes de Madagascar montrent une ressemblance à 100% suggérant qu’elles 
proviennent d’un même isolat. 
 
Le papier buvard Whatman 3MM présente plusieurs avantages. Il est un support peu couteux, simple 
et rapide pour la collecte de sang, la préservation à température ambiante et le diagnostic de la 
maladie de la PPA en utilisant l’ELISA, les PCR directes conventionnelles et à temps réel, et 
l'isolement du virus. D'autres avantages du papier filtre 3MM comprennent le plus petit volume de 
sang requis et la capacité de recueillir un grand nombre d'échantillons (Dubay et al, 2006). 
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